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Adipositas und hohe Triglyzeridkonzentrationen im Plasma sind neben erhöhten 
LDL-, Cholesterin- und Lipoprotein(a)- sowie niedrigen HDL-Spiegeln, Diabetes 
mellitus, Nikotinkonsum, arterieller Hypertonie, hohem Alter und familiärer Prä-
disposition anerkannte Risikofaktoren für die Entwicklung einer koronaren
Herzkrankheit (KHK).
Normalerweise führt die Adipositas zu einer verstärkten Freisetzung von freien 
Fettsäuren in den Blutstrom. Die Fettsäuren werden von der Leber aufgenom-
men, wodurch diese mit Triglyzeriden überladen wird. Dies führt zur verstärkten 
VLDL-Produktion und –Sekretion in den Blutkreislauf (Lewis, 1997) und somit 
zur Hypertriglyzeridämie.
Diese Regel gilt jedoch nicht ausnahmslos. Einige Patienten entwickeln eine 
Hypertriglyzeridämie auch bei relativ gering ausgeprägter Adipositas. Voshol et 
al. vermuteten daher eine gestörte Triglyzeridclearance als mögliche Ursache 
hierfür (Voshol et al., 2009).
In einem Mausmodell konnte gezeigt werden, dass Tiere, die keinen VLDL-
Rezeptor (VLDLR) besaßen, bei gleicher Ernährung deutlich dünner waren als 
ihre adipösen, VLDLR-besitzenden Artgenossen (Goudriaan et al., 2001).
In einer Studie zur Assoziation von VLDLR-Mutationen mit Adipositas und 
Triglyzeridspiegeln fanden Soufi et al. Mutationen im VLDL-Rezeptorgen, wel-
che im Zusammenhang mit einem geringeren Körpergewicht bei gleichzeitig 
erhöhten Plasma-Triglyzeridkonzentrationen zu stehen schienen (Soufi et al., 
2007). Dieses Ergebnis deckte sich zwar mit der Studie von Goudriaan et al., 
konnte jedoch nicht als alleinige Erklärung für das beobachtete Phänomen die-
nen, da die gefundenen Effekte zu gering waren.
In dieser Arbeit sollte durch den Nachweis gehäuft auftretender Mutationen in 
den regulatorischen Sequenzen der Gene der Apolipoproteine (Apo) AI, AIV 
und CIII ihr Einfluss auf den Triglyzerdistoffwechsel respektive die Triglyzerid-
aufnahme sowie die Regulierung des Körpergewichts aufgezeigt werden.
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Dafür wurden aus dem Patientenkollektiv der Marburger Präventionsallianz ins-
gesamt 134 Patienten ausgewählt, die einen BMI von unter 25kg/m2 sowie Tri-
glyzeridplasmaspiegel über 150mg/dl aufwiesen. Als Kontrollen wurden 130 
Patienten der Präventionsallianz ausgewählt, die ebenfalls einen BMI von unter 
25kg/m2 aber einen Triglyzeridspiegel von unter 150mg/dl aufwiesen. Mutatio-
nen wurden häufiger bei Probanden mit Hypertriglyzeridämie und niedrigem 
BMI erwartet.
Diese Arbeit konzentrierte sich auf regulatorische Sequenzen der Apolipopro-
teine AI, AIV und CIII, da solche Genabschnitte in der bisherigen Forschung 
wenig Beachtung gefunden haben. 
Dies mag daran liegen, dass es sich um schwierig zu untersuchende Genab-
schnitte handelt, da sie sehr starke Homologien zu anderen Abschnitten auf-
weisen.
Auch konnten bisherige, in anderen Abschnitten gefundene Mutationen noch 
keine Erklärung für die genannte Konstellation bieten.
Die Identifikation häufig auftretender Polymorphismen in den regulatorischen 
Gensequenzen könnte die Erklärung für das unterschiedliche Ansprechen auf 
Medikamente bieten und den Weg für neue pharmakologische Ansätze ebnen.
Somit war Fragestellung 1: Gibt es häufige Mutationen in regulatorischen Se-
quenzen der Apolipoproteine AI, AIV oder CIII, die zu einer verzögerten Trigly-
zeridaufnahme führen und somit möglicherweise einen niedrigen BMI trotz ho-
hen Triglyzeridplasmaspiegels erklären können?
2: Würden Mutationen gefunden, sollte in einer Fall-Kontroll-Studie mit den 
oben genannten Gruppen untersucht werden, ob die gefundenen Mutationen in 
der Fallgruppe signifikant häufiger vorkämen als in der Kontrollgruppe und so-
mit einen Einfluss auf den BMI in Zusammenhang mit der Triglyzeridkonzentra-
tion im Blut haben könnten.
Die aufgestellten Hypothesen lauteten dementsprechend:
1. Nullhypothese H0: Die Genabschnitte der Fälle und Kontrollen sind gleich 
häufig mutiert (µ1 = µ2).
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2. Alternativhypothese H1: Die Genabschnitte der Fälle sind signifikant häu-
figer bzw. seltener mutiert als die der Kontrollen (µ1 ???2).
1.2 Die koronare Herzkrankheit (KHK)
Krankheiten des Kreislaufsystems führen seit Jahren die Todesursachenstatis-
tik nicht nur in Deutschland an. Herzkreislauferkrankungen machen 41% der 
Todesfälle in Deutschland aus. Unter ihnen stellen die ischämische Herzkrank-
heit und der akute Myokardinfarkt den weitaus größten Teil dar (Statistisches 
Bundesamt Zweigstelle Bonn [destatis (BN)], 2011).
Ursache der ischämischen Herzkrankheit ist meist eine sich am Herzen mani-
festierende Atherosklerose, die zur koronaren Herzkrankheit (KHK) führt
(Alexander et al., 1999; Schaefer, 1998).
1.2.1 Identifizierung von Risikofaktoren für die Entstehung der KHK
Vor allen anderen haben zwei große Studien Risikofaktoren für die Entstehung 
der KHK identifizieren können.
Bereits seit 1948 läuft die sogenannte Framingham Heart Study, in der ab 1948 
in Framingham, Massachusetts, 5209 Männer und Frauen zwischen 30 und 62 
Jahren eingeschlossen wurden (Castelli, 1982). Diese Studie konnte die heute 
anerkannten Risikofaktoren für die KHK männliches Geschlecht, hohes Alter, 
KHK in der Familienanamnese, Hypercholesterinämie, niedrige High Density 
Lipoprotein (HDL)-Cholesterinwerte, erhöhte Low Density Lipoprotein (LDL)-
Plasmaspiegel, Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie, Rauchen, körperliche 
Inaktivität und Adipositas identifizieren (Anderson et al., 1987; Castelli, 1982; 
Castelli, 1984; Castelli et al., 1986; Higgins et al., 1988; Stokes, III et al., 1989; 
Wilson et al., 1988).
Circa 30 Jahre nach der Framingham Heart-Studie wurde die sogenannte 
PROCAM-Studie (Prospective Cardiovascular Munster Study) in und um Müns-
ter gestartet. Sie untersuchte 20060 freiwillige, im Berufsleben stehende Pro-
banden im Alter zwischen 17 und 65 Jahren und konnte die synergistische Wir-
kung von Einzelrisikofaktoren für die Entstehung der koronaren Herzkrankheit 
aufzeigen. (Schulte und Assmann, 1988)
Infolge dieser Studien entwickelten die führenden kardiologischen Gesellschaf-
ten der USA und Großbritanniens Leitlinien und Algorithmen für die kardio-
vaskuläre Risikostratifizierung in Bezug auf die Entwicklung der KHK (British 
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Cardiac Society et al., 2005; Expert Panel on Detection Evaluation and Treat-
ment of High Blood Cholesterol in Adults, 2001). Europäische Gesellschaften 
entwickelten ähnliche Algorithmen, die sich allerdings auf den kardiovaskulären 
Tod beziehen (De Backer et al., 2003; Wood et al., 1998). Nach der PROCAM-
Studie entstand infolgedessen auch der gleichnamige PROCAM-Score 
(Assmann et al., 2002). Für die Anwendung in der Praxis unter Einbeziehung 
der Patientenentscheidung im Sinne des ‚shared decision making‘ entwickelte 
eine Marburger Arbeitsgruppe um Prof. Donner-Banzhoff die sogenannten AR-
RIBA-Herz-Studie, die in verschiedenen Schritten sowohl das objektive KHK-
Risiko als auch die Erwartungen und Wünsche des Patienten in die gemeinsa-
me Arzt-Patient-Strategie einfließen lässt (Krones et al., 2008).
Sowohl die europäischen als auch die amerikanischen Leitlinien führen außer-
dem auch die Hypertriglyzeridämie als eigenständigen Risikofaktor auf (British 
Cardiac Society et al., 2005; De Backer et al., 2003; Reiner et al., 2011; Wood 
et al., 1998).
Die den Leitlinien zugrunde liegenden Studien konnten die Bedeutung von Fett-
stoffwechselstörungen für die Pathogenese der koronaren Herzkrankheit bele-
gen und wurden durch weitere groß angelegte Untersuchungen wie die Multiple 
Risk Factor Intervention Trial und andere unterstützt (Stamler et al., 1986).
All diese Studien zeigten eine Assoziation von Fettstoffwechselstörungen mit 
dem Auftreten der koronaren Herzkrankheit.
Ganz ähnliche Ergebnisse erzielte auch die INTERHEART-Studie, die etwa 
30000 Personen untersuchte. Die Probanden kamen hier aus 52 verschiedenen 
Ländern, um eine international gültige Aussage treffen zu können. Es wurden 
neun verschiedene Risikofaktoren für das Auftreten der KHK gefunden, von 
denen die bedeutendsten ein Nikotinabusus und eine Dyslipidämie in Form ei-
ner erhöhten Apolipoprotein (Apo) B/ ApoAI-Ratio waren. (Yusuf et al., 2004)
Die Bedeutung der Hyperlipidämien wurde durch Studien mit lipidsenkenden 
Medikamenten noch weiter unterstrichen. Verschiedene Untersuchungen konn-
ten zeigen, dass die Senkung des LDL-Cholesterin mithilfe verschiedener En-
zyminhibtoren, den sogenannten Statinen, sowohl die Gesamt- als auch die 
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KHK-spezifische Mortalität im Vergleich zur Placebogruppe signifikant reduzie-
ren konnte (Kjekshus und Pedersen, 1995; Pedersen et al., 1998; Sacks et al., 
1996; Shepherd et al., 1995).
Zusätzlich konnten einige Studien die relevanten Dyslipidämien weiter spezifi-
zieren. 
Es existieren Hinweise darauf, dass besonders der postprandialen Hyperlipid-
ämie eine Bedeutung in der Entstehung der KHK zukommt. So wurden zum 
Beispiel deutlich erhöhte postprandiale Plasmaspiegel von Remnant Like Par-
ticles (RLP) bei Patienten mit KHK gefunden (Fujioka und Ishikawa, 2009; Na-
kajima et al., 2008; Tanaka, 2004). Werner et al. fanden in der sogenannten 
Homburg Cream And Sugar Study ein erhöhtes Risiko für kardiovaskuläre Er-
eignisse bei Patienten mit KHK und erhöhten postprandialen und Nüchtern-
Triglyzeridspiegeln (Werner et al., 2011). Auch erhöhte RLP-Nüchternplasma-
spiegel können mit einem erhöhten Risiko zukünftiger kardialer Ereignisse wie 
akutem Myokardinfarkt und kardial bedingtem Tod einhergehen (Kugiyama et 
al., 1999). In einer Studie fand sich zudem eine Korrelation von RLP- und Tri-
glyzeridplasmaspiegeln (Devaraj et al., 1998).
Die Ursache der postprandialen Hyperlipidämie ist noch nicht vollständig geklärt. 
Auf der einen Seite fanden Cohn et al. heraus, dass in normolipidämischen 
Probanden der Anstieg postprandialer Triglyzeridspiegel durch eine Erhöhung 
ApoB48-haltiger triglyzeridreicher Lipoproteine hervorgerufen wird (Cohn et al., 
1999). Auf der anderen Seite stellten andere Arbeiten fest, dass die Leber wäh-
rend der Nüchternphase kontinuierlich Very Low Density Lipoproteins (VLDL), 
also ApoB100-haltige, triglyzeridreiche Lipoproteine sezerniert und dass die 
Delipidierung durch die gegenseitige Behinderung mit Chylomikronen bei der 
Interaktion mit der Lipoproteinlipase zu einem prolongierten Verbleiben der 
VLDL im Blutkreislauf und darüber zu erhöhten Triglyzeridplasmaspiegeln führ-
te (Bjorkegren et al., 1996; Karpe, 1999).
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1.2.1.1 Die Bedeutung der Hypertriglyzeridämie als Risikofaktor für die 
KHK
Eine Vielzahl unterschiedlicher metabolischer Prozesse können zu einer Trigly-
zeriderhöhung führen, so zum Beispiel ein Diabetes mellitus, eine Hypothyreo-
se, das nephrotische Syndrom oder ein Lipoproteinlipasemangel. Passend dazu 
wurde lange davon ausgegangen, dass ein erhöhter Plasmatriglyzeridspiegel 
keinen alleinigen Risikofaktor für die Entwicklung einer KHK darstelle (Hulley et 
al., 1980; Pocock et al., 1989). Diese Ergebnisse wurden jedoch keineswegs in 
allen Studien bestätigt. Carlson et al. fanden in einer Stockholmer Population 
von mehreren tausend Probanden neben Alter, Rauchen, Bluthochdruck, Plas-
macholesterinkonzentration und anderen auch einen erhöhten Nüchternplas-
maspiegel von Triglyzeriden als eigenständigen Risikofaktor (Carlson et al., 
1979). Auch eine spätere Studie an über 4000 männlichen britischen Proban-
den identifizierte erhöhte Triglyzeridplasmaspiegel als eigenständigen Risiko-
faktor für die KHK (Bainton et al., 1992).
Weitere Unterstützung für die Bedeutung der Triglyzeride in der Entwicklung der 
KHK lieferte die bereits genannte PROCAM-Studie. Zwar zeigte sich der erhöh-
te Plasmaspiegel hier nicht als eigenständiger Risikofaktor, wurde jedoch be-
deutsam, wenn gleichzeitig ein niedriger HDL- sowie ein hoher LDL-Choles-
terinplasmaspiegel vorlagen (Assmann und Schulte, 1992a; Assmann und 
Schulte, 1992b).
Heute weiß man, dass die Erfassung der LDL/ HDL- oder Gesamtcholesterin/ 
HDL-Ratio besser als Risikoparameter geeignet ist, als das Gesamtcholesterin 
allein (Genest et al., 2003; Manninen et al., 1992). Die Aussagekraft wird jedoch 
noch besser, wenn zusätzlich die Triglyzeride in die Betrachtung einbezogen 
werden (Genest et al., 2003; Manninen et al., 1992; Millan et al., 2009). Auf-
grund dieser Bedeutsamkeit erhöhter LDL-, Triglyzerid- und erniedrigter HDL-
Plasmaspiegel spricht man bei diesen drei Parametern auch von der „Lipidtria-
de“ (Bestehorn et al., 2010; Girard-Mauduit, 2010).
Andere Untersuchungen favorisieren allerdings die ApoB/ ApoAI-Ratio gegen-
über der LDL/ HDL- bzw. Gesamtcholesterin/ HDL-Ratio (Sniderman et al., 
2006; Walldius et al., 2004).
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Eine japanische Studie identifizierte vor einigen Jahren die Hypertriglyzeridämie 
wieder als eigenständigen Risikofaktor für die Entstehung der KHK (Iso et al., 
2001) und auch in einer dänischen Kohorte von 7587 Frauen und 6394 Män-
nern konnte eine Assoziation erhöhter Triglyzeridplasmaspiegel mit erhöhtem 
Risiko für die ischämische Herzkrankheit, einen akuten Myokardinfarkt und 
nachfolgenden Tod gefunden werden (Nordestgaard et al., 2007).
Auch die bereits genannte Multiple Risk Factor Intervention Trial fand eine As-
soziation erhöhter Triglyzeridplasmaspiegel mit dem häufigeren Auftreten der 
koronaren Herzkrankheit (Eberly et al., 2003).
In einer Metaanalyse werteten Morrison und Hokanson 46 verschiedene popu-
lationsbasierte Arbeiten aus, die die Assoziation von Triglyzeriden und dem 
KHK-Risiko mit HDL als zusätzlicher Variablen untersucht hatten. Sie kamen zu 
dem Ergebnis, dass Triglyzeride als unabhängiger Prädiktor für die koronare 
Herzkrankheit dienen können. Dies gelte vor allem für Personen mit relativ ge-
ringem KHK-Risiko. Für Hochrisikopatienten scheine die Assoziation nicht zu 
gelten. (Morrison und Hokanson, 2009)
Es wird deutlich, dass der Plasmatriglyzeridspiegel eine wichtige Rolle in der 
Pathogenese der koronaren Herzkrankheit spielt. 
1.3 Lipidstoffwechselstörungen
Störungen des Lipidstoffwechsels wurden gegen Ende der sechziger Jahre zum 
ersten Mal kategorisiert und klassifiziert. Zuvor war lediglich generell von Dysli-
pidämien gesprochen worden, ohne einzelne Untergruppen zu beschreiben. 
Fredrickson et al. führten den Begriff der Dyslipoproteinämie ein, der bestimmte 
Erkrankungen spezifischer beschreiben sollte als der globale Begriff Dyslipid-
ämie, unter dem verschiedene Krankheiten zusammengefasst worden waren 
(Fredrickson et al., 1967) und heute noch werden. Die Autoren differenzierten 
fünf verschiedene Klassen von Hyperlipoproteinämien (Fredrickson et al., 1967; 
Fredrickson und Lees, 1965). Tabelle 1-1 zeigt eine Übersicht über die von ih-




Die Grundlagen zur Erstellung dieser Einteilung wurden bereits knapp 20 Jahre 
zuvor geschaffen. Versuche mit der Ultrazentrifuge führten zur Auftrennung der 
einzelnen Lipoproteinfraktionen nach ihrer Dichte (Gofman et al., 1949; Gofman
und Lindgren, 1950; Lewis und Page, 1953; Pedersen, 1945) und machten so-
mit ihre Einteilung in Very Low Density Lipoproteins (VLDL), Low Density Li-
poproteins (LDL), Intermediate Density Lipoproteins (IDL), High Density Li-
poproteins (HDL) und Very High Density Lipoproteins (VHDL) erst möglich 
(Scanu und Edelstein, 2008; Yamashita et al., 1995).
Tabelle 1-1: Die erste Einteilung der Dyslipoproteinämien durch Fredrickson et al. hat bis 
heute nahezu unverändert Bestand. (Fredrickson et al., 1967; Fredrickson und Lees, 1965)
PlasmalipidkonzentrationTyp Aussehen 
des Serums Cholesterol Triglyzeride
Banden in der 
Elektrophorese
I milchig ±? ??? Chylomikronen, 
alle anderen ?
II klar ??? normal oder ? ????????ä-???
III trüb ?? ? ????????-Bande; 
prä-????
IV trüb ? ?? prä-?????




±?: Konzentration normal bis leicht erhöht/ Bande normal bis leicht verstärkt, ?: leicht erhöht/ verstärkt, ??: 
deutlich erhöht, ???: stark erhöht/ verstärkt, ?: Bande abgeschwächt, ?: entspricht den LDL, prä-?: ent-
spricht den VLDL
Den in Tabelle 1-1 genannten primären Hyperlipidämien werden die sekundä-
ren gegenübergestellt (Mancini et al., 1991). Ihnen liegt jeweils eine spezifische 
endokrinologische, nephrologische oder hepatische Grunderkrankung zugrunde. 
Sie sind insgesamt jedoch deutlich seltener als die primären Hyperlipidämien.
1.4 Der Lipoproteinstoffwechsel
Die Bedeutung der Lipoproteine für die Atherogenese wurde in den vorange-
henden Abschnitten bereits aufgezeigt. Zum weiteren Verständnis sollen im 
Folgenden die drei Systeme des Lipoproteinstoffwechsels dargestellt werden.
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1.4.1 Der Chylomikronen-Stoffwechselweg (exogenes System)
Das exogene System beschreibt den Transport von Triglyzeriden und Choleste-
rol vom Darm in periphere Gewebe und die Leber.
Nahrungsfette werden im Darm durch Enzyme wie die Pankreaslipase in Fett-
säuren und Mono- sowie Diacylglyceride aufgespalten (Figarella et al., 1980; 
Ghishan et al., 1984; Hofmann und Borgstrom, 1963) und in Form von Mizellen 
passiv in die Enterozyten des Dünndarms aufgenommen (Hofmann und 
Borgstroem, 1964; Strauss, 1966).
Mit der Nahrung zugeführtes Cholesterin wird aktiv über das sogenannte Nie-
mann-Pick C1 Like 1-Protein (NPC1L1-Protein) aufgenommen (Altmann et al., 
2004; Davis, Jr. et al., 2004).
In den Dünndarmenterozyten erfolgt nach der Aufnahme eine Resynthese der 
Triglyzeride (Clark und Huebscher, 1960b; Clark und Huebscher, 1960a). Das 
aufgenommene Cholesterin wird durch die Acyl-Coenzym-A-Cholesterintrans-
ferase (ACAT) verestert (Clark und Tercyak, 1984; Field et al., 1991; Heider et 
al., 1983; Krause et al., 1993).
Die wieder hergestellten Triglyzeride werden im Folgenden mit dem Cholesterin, 
den Cholesterinestern, Phospholipiden und den Apolipoproteinen B, AI und AIV
zu Chylomikronen verarbeitet (Hussain, 2000; Imaizumi et al., 1978; Luchoo-
mun und Hussain, 1999).
Die Chylomikronen werden dann per Exozytose in die Lymphe transportiert und
gelangen über den Ductus thoracicus in die Blutbahn. Auf dem Weg dorthin 
nehmen sie die Apolipoproteine CII und E aus HDL-Partikeln auf und binden in 
den peripheren Kapillaren schließlich die Lipoproteinlipase (LPL), die durch 
ApoCII aktiviert wird (LaRosa et al., 1970; Olivecrona und Beisiegel, 1997; 
Shen et al., 2009). Dies aktiviert die Hydrolyse der Triglyzeride der Chylomikro-
nen (McCoy et al., 2002), wodurch die Epithelzellen unter anderem mit freien 
Fettsäuren als Energielieferanten versorgt werden und die Chylomikronen das 
ApoCII abgeben. Dabei nehmen sie immer weiter an Größe ab, bis sie zu so-
genannten Chylomikronenremnants, cholesterolesterreichen, ApoB und ApoE 
enthaltenden Restchylomikronen, geworden sind. Die zunächst noch enthalte-





















Abbildung 1: Chylomikronen werden in den Enterozyten aus Cholesterinestern, Triglyze-
riden, Phospholipiden sowie den Apolipoproteinen AIV, B und AI synthetisiert und per 
Exozytose in die Lymphbahn verbracht. (ACAT = Acyl-Coenzym-A-Cholesterintrans-
ferase, Apo = Apolipoprotein, NPC1L1 = Niemann-Pick C1 Like 1-Protein, TG = Triglyzerid)
ApoCII   ApoE
LPL
Freie Fettsäuren








Abbildung 2: Die Umwandlung der Chylomikronen in Chylomikronenremnants erfolgt im 
Ductus thoracicus und den peripheren Blutkapillaren durch Hydrolyse der Triglyzeride 
sowie Abgabe und Aufnahme verschiedener Apolipoproteine. (Apo = Apolipoprotein, 
LPL = Lipoproteinlipase)
Die Chylomikronenremnants werden über den LDL-Rezeptor sowie das LDL-
Related Protein (LRP) in die Leber aufgenommen (Cooper, 1997; Ellsworth et 
al., 1987; Floren und Chait, 1981; Ishibashi et al., 1996; Koo et al., 1988; Mah-
ley und Huang, 2007; Quarfordt und Goodman, 1967). Die restlichen Triglyzeri-
de der Remnants werden in den Hepatozyten nach Aufnahme über den LDL-
Rezeptor und das LRP zu freien Fettsäuren und freiem Cholesterol hydrolysiert.
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1.4.2 Der VLDL-, LDL-Stoffwechselweg (endogenes System)
Das endogene System des Lipoproteinstoffwechsels sorgt für die Versorgung 
peripherer Gewebe mit Triglyzeriden und Cholesterin.
In den Hepatozyten werden schrittweise Triglyzeride mit dem Apolipoprotein 
B100 zu einem Komplex verbunden. Im Zytoplasma wird der dabei vorgenom-
mene Triglyzeridtransfer unter anderem mithilfe des Mikrosomalen Transferpro-
teins (MTP) (Davis und Hui, 2001) und wahrscheinlich Apolipoprotein AV 
(Grosskopf et al., 2005; Pennacchio et al., 2001) durchgeführt. Im Golgi-
Apparat werden weitere Triglyzeride zu den entstandenen VLDL-Vorläufern zu-
gefügt. So entstehen die Very Low Density Lipoproteins (VLDL) (Davis et al., 
















Abbildung 3: VLDL werden in Hepatozyten schrittweise aus der Verbindung von Apo-
B100 und Triglyzeriden zu einem Komplex gebildet. (Apo = Apolipoprotein, FFS = freie 
Fettsäuren, LDL = Low Density Lipoprotein, LPL = Lipoproteinlipase, LRP = LDL-Related 
Protein, MTP = mikrosomales Transferprotein, VLDL = Very Low Density Lipoprotein)
Nach ihrer Exkretion nehmen die reifen VLDL im Blutkreislauf die Apolipopro-
teine CI, CII, CIII und E aus HDL-Partikeln auf. Die Apolipoproteine CII und E 
dienen als Kofaktoren für die Lipoproteinlipase. Diese stellt wieder die Versor-
gung von Muskel- und Fettgewebe mit Energieträgern sicher. Die Apolipopro-




Die ApoC-haltigen Apolipoproteine gehen nun schrittweise von den VLDL auf 
HDL-Partikel über, so dass Cholesterinester-reiche, ApoB100- und ApoE-
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Abbildung 4: VLDL nehmen in der Blutbahn die Apolipoproteine CI, CII, CIII und E aus 
HDL-Partikeln auf und geben einen Teil ihrer Apolipoproteine nach Triglyzeridhydrolyse 
durch die Lipoproteinlipase wieder an HDL ab. Dadurch entstehen die cholesterinester-
reichen Intermediate Density Lipoproteins (IDL).
(Apo = Apolipoprotein, CE = Cholesterinester, FFS = freie Fettsäuren, HDL = High Density 
Lipoprotein, IDL = Intermediate Density Lipoprotein, LPL = Lipoproteinlipase, TG = Trigly-
zeride, VLDL = Very Low Density Lipoprotein)
Die IDL werden nun zum einen mithilfe des enthaltenen ApoE an den LDL-
Rezeptor und das LRP gebunden und über den LDL-Rezeptorstoffwechselweg 
in die Leber aufgenommen (Arbeeny und Rifici, 1984; Kowal et al., 1989; Will-
now et al., 1992). Zum anderen werden sie mithilfe der hepatischen Lipase 
durch Triglyzeridhydrolyse in LDL umgewandelt (Cooper, 1997). Dabei nehmen 
sie zusätzliche Cholesterinester und Triglyzeride auf und verlieren ihren ApoE-
Anteil. Die Menge der aufgenommenen Triglyzeride und Ester wird dabei durch 
die hepatische Lipase (Grosser et al., 1981) und das Cholesterylester-




















Abbildung 5: IDL werden zum einen über die Aufnahme von Triglyzeriden und Choleste-
rinestern und Lipolyse der vorhandenen Triglyzeride sowie Abgabe des ApoE-Anteils in 
LDL umgewandelt. Zum anderen werden sie nach Bindung an den LDL-Rezeptor und das 
LRP über den LDL-Rezeptor-Weg verstoffwechselt. (Apo = Apolipoprotein, CETP = Cho-
lesterinester-Transfer-Protein, FFS = freie Fettsäuren, hepLip = hepatische Lipase, IDL = 
Intermediate Density Lipoprotein, LDL = Low Density Lipoprotein, LRP = LDL-Related 
Protein)
Die so entstandenen LDL können nach ihrer Größe, Dichte und Bindungsaffini-
tät an den LDL-Rezeptor eingeteilt werden. Die sogenannten Small Dense LDL 
werden relativ schlecht aus dem Blutkreislauf entfernt, da ihre Affinität zum 
LDL-Rezeptor gering ist (März et al., 1993). Dies führt dazu, dass sie länger im 
Plasma verbleiben und durch eine erhöhte Affinität zu Proteoglykanen leichter 
das Gefäßendothel penetrieren können (Hurt-Camejo et al., 1997) sowie ver-
mehrt über die Scavenger-Rezeptoren in Makrophagen aufgenommen werden
(Skalen et al., 2002). Dadurch wird die Bildung von Schaumzellen und somit die 
Entstehung der Atherosklerose begünstigt (Faggiotto et al., 1984; Fogelman et 
al., 1980; Goldstein et al., 1979; Mahley et al., 1979).
Die Aufnahme der LDL in die Leber geschieht nach dem Prinzip der sogenann-
ten LDL-Rezeptor-Hypothese.
Diese Hypothese besagt, dass es einen LDL-Rezeptor gibt, der abhängig von 
der Höhe des LDL-Plasmaspiegels auf der Oberfläche der peripheren Endo-
thelzellen exprimiert wird und der Entfernung der LDL aus dem Plasma und der 
Versorgung der Zellen mit Cholesterin dient. Dabei wird er umso mehr gebildet, 
je höher die LDL-Plasmakonzentration ist. Ab einem Schwellenwert, bei dem 
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die für den Zellstoffwechsel benötigte Cholesterolmenge in der Zelle vorhanden 
ist, nehmen die Zellen jedoch kein weiteres LDL über den LDL-Rezeptor auf. Ab 
dieser Schwelle wird die Expression des Rezeptors herunterreguliert. (Goldstein 
und Brown, 1977)
Hinweise auf die Existenz des LDL-Rezeptors hatten bereits frühere Arbeiten 
geliefert. Diese zeigten auch, dass über die Expression dieses Rezeptors die 
Aktivität der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A-Reduktase (HMG-CoA-
Reduktase), also des geschwindigkeitsbestimmenden Enzyms in der Choleste-
rinbiosynthese, gesteuert wird (Brown und Goldstein, 1974; Goldstein und 
Brown, 1973).
Neben dem LDL-Rezeptor-Weg existiert nach Goldstein und Brown noch ein 
nicht vom LDL-Plasmaspiegel abhängiger Scavenger-Weg, über den konstant 
15% des anfallenden LDL in die Zellen aufgenommen  werden (Goldstein und 
Brown, 1974).
Zusätzlich zum LDL-Rezeptor und dem Scavenger-Weg dient die hepatische 
Lipase der Aufnahme von Lipoproteinen in die Leber, wobei sie wahrscheinlich
von Molekülen wie Heparan-Sulfat-Proteoglykanen (HSPG) unterstützt wird 
(Borensztajn et al., 1988; Mahley und Huang, 2007; Wilsie und Orlando, 2003).
1.4.3 Der HDL-Stoffwechselweg (reverser Cholesteroltransport)
Das dritte System des Lipoproteinstoffwechsel ist der reverse Cholesteroltrans-
port, der überschüssiges Cholesterin aus peripheren Geweben zur Leber trans-
portiert. Dort erfolgt der weitere Abbau oder die Umwandlung in Gallensäuren
mit der Modulation des Cholesterols durch die 7-?-Hydroxylase (Russell und 
Setchell, 1992). Der reverse Cholesteroltransport wird durch die HDL betrieben 
(Berrougui und Khalil, 2009; Rigotti et al., 2003; von Eckardstein et al., 2001).
HDL sind Lipoproteine mit einem Dichtebereich von 1,063 bis 1,21g/ml. Ihr Pro-
teinanteil besteht hauptsächlich aus Apolipoprotein AI (Wu et al., 2007). Man 
kann sie unterteilen in lipidarme ?-HDL und lipidreiche ?-HDL, die aus den ?-
HDL entstehen.
?-HDL sind diskoidale Partikel, die als HDL-Vorläufer in Darm (Danielsen et al., 
1993) und Leber (Castle et al., 1991) gebildet werden. Außerdem entstehen sie 
bei der Lipolyse von Chylomikronen und VLDL (Musliner et al., 1991). Als dritte 
Möglichkeit entstehen sie bei der Umwandlung von HDL2 zu HDL3 unter Mithilfe 
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von Phospholipid-Transferprotein (PLTP) (Jauhiainen et al., 1993; Jiang et al., 
1996; von Eckardstein et al., 1996), Cholesterylester-Transferprotein (CETP)
(Francone et al., 1996; Liang et al., 1994) und der hepatischen Lipase (Barrans 
et al., 1994).
Unverestertes Cholesterin aus peripheren Zellmembranen kann passiv per Dif-
fusion nach Bindung an Albumin, Cyclodextrine oder Phospholipide auf HDL 
übergehen (Rothblat et al., 1999; Zhao und Marcel, 1996). Dieser Prozess ist 
allerdings ausgesprochen ineffizient. Ferner wird so nur der Efflux unverester-
ten Cholesterols ermöglicht. Erst der ATP-bindende Kassettentransporter 1 
(ABCA 1) ermöglicht die effiziente Übertragung von Cholesterolestern auf das 
ApoAI nach Bindung von diskoidalen ?-HDL Partikeln an der Plasmamembran
(Rust et al., 1999; Schmitz et al., 2001; von Eckardstein et al., 2001; Wang et 
al., 2000). Zudem wird ein minimaler Teil der an ABCA1 gebundenen diskoida-
len HDL internalisiert und in Endosomen transportiert, wo der Transfer der Lipi-
de auf die HDL durch ABCA 1 und das Niemann-Pick-Protein C1 (NPC1) vor-
genommen wird (Choi et al., 2003; Denis et al., 2008; Neufeld et al., 2001; O-
ram, 2002; Schmitz et al., 1985; Takahashi und Smith, 1999; Zhao et al., 2011).
Nach der Aufnahme freien Cholesterols wird der so geschaffene Komplex direkt 
bzw. nach Rücktransport an die Zelloberfläche als pre-?2-HDL in die Zirkulation 
entlassen (Denis et al., 2008; Faulkner et al., 2008; Schmitz et al., 1985).
Im Rahmen der Tangier-Krankheit führen Defekte im ABCA 1-Gen zu einem 
verminderten Cholesterolefflux aus Makrophagen mit nachfolgender Bildung 
von Schaumzellen und dementsprechend stark erhöhtem Risiko für die korona-
re Herzkrankheit und ihrer Folgen (Fitzgerald et al., 2004; Liu et al., 2011; Rust 
et al., 1999).
Nach dem von ABCA 1-gesteuerten Cholesterolefflux auf ?-HDL wird das Cho-
lesterin durch die Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (LCAT) verestert 
(Jauhiainen und Dolphin, 1986; Saito et al., 2004). Die hydrophobischen Ester 
akkumulieren im Kern der HDL-Partikel, so dass sphärische, lipidreiche ?- bzw. 
HDL2-Partikel entstehen.
Die durch die LCAT erstellten Cholesterolester können auf verschiedenen We-
gen in die Leber transportiert werden.
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Zum einen werden sie mithilfe der Scavenger-Rezeptoren Klasse B Typ 1 (SR-
B1) in die Hepatozyten aufgenommen (Rigotti et al., 2003; Williams et al., 1999)
und über die Galle ausgeschieden. Die SR-B1 nehmen selektiv Cholestero-
lester in das Gewebe auf (Acton et al., 1996). Größere HDL binden dabei bes-
ser an SR-B1 und können mehr Cholesterolester übertragen als kleinere 
(Thuahnai et al., 2004).
Zum anderen geben die HDL2-Partikel unter Mitwirkung des CETP und des 
PLTP Cholesterolester an VLDL und IDL ab (Jiang et al., 1996; Liang et al., 
1994; von Eckardstein et al., 1996). Im Gegenzug erhalten sie Triglyzeride aus 
diesen ApoB-haltigen Partikeln (Liang et al., 1996; Musliner et al., 1991; Patsch 
et al., 1978). VLDL und IDL werden nun über den LDL-Rezeptorweg aus dem 
Kreislauf entfernt oder in LDL umgewandelt, so dass sie wieder Cholesterin 
aufnehmen können.
Die hepatische Triglyzeridlipase hydrolisiert im Folgenden die Triglyzeride der 
HDL2-Partikel (Brown et al., 2010). Die enthaltenen Phospholipide werden aller 
Wahrscheinlichkeit nach durch die endotheliale Lipase hydrolisiert (Jin et al., 
2003).
Durch diese Schritte entstehen die kleinen, dichten HDL3-Partikel, die nun er-
neut der Cholesterinaufnahme aus peripheren Zellen dienen können (Brown et 
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Abbildung 6: Sphärische HDL-Partikel werden an peripheren Zellen aus diskoidalen HDL-
Partikeln gebildet. Ihre Cholesterinmoleküle werden durch die LCAT verestert. Die Cho-
lesterinester werden vor allem mithilfe des CETP mit Triglyzeriden des VLDL-/ IDL-Pool 
ausgetauscht. Die Triglyzeride werden durch die hepatische Lipase hydrolysiert, so dass 
HDL3-Partikel entstehen, die für eine erneute Cholesterinaufnahme zur Verfügung stehen. 
Zum anderen werden die HDL2 über den SRB1 in Hepatozyten aufgenommen und über 
die Gallenflüssigkeit ausgeschieden. (ABCA1 = ATP-bindender Kassettentransporter 1, 
Apo = Apolipoprotein, CETP = Cholesterylester-Transferprotein, HDL = High Density Li-
poproteins, IDL = Intermediate Density Lipoprotein, LCAT = Lecithin-Cholesterin-Acyl-
transferase, NPC1 = Niemann-Pick-Protein C1, SRB1 = Scavenger Rezeptor Klasse B Typ 
1, VLDL = Very Low Density Lipoprotein)
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Bei der Synthese der HDL3-Partikel spielt vor allem das Cholesterylester-Trans-
ferprotein (CETP) eine herausragende Rolle. Dieses 476 Aminosäuren umfas-
sende Molekül wurde zunächst als Stimulator der Übertragung von Cholestery-
lestern zwischen VLDL und LDL beschrieben (Zilversmit et al., 1975). Einige 
Zeit später wurde gezeigt, dass es nicht nur die Übertragung stimuliert, sondern 
selbst Bindungsdomänen für Cholesterylester, Triglyzeride und Phospholipide 
besitzt und somit als Überträger zwischen den Lipoproteinen dient (Swenson et 
al., 1988). Bereits einige Jahre zuvor war ein Zusammenhang zwischen der 
Tätigkeit des CETP, niedrigen HDL- und hohen Triglyzeridplasmaspiegeln fest-
gestellt worden (Deckelbaum et al., 1984). Da diese Konstellation als Risikoer-
höhung für die Entwicklung der Atherosklerose gilt, wurde frühzeitig nach Mög-
lichkeiten der pharmakologischen Inhibition der CETP-Aktivität gesucht. Dies 
führte beispielsweise zur Entwicklung von Torcetrapib, welches die Übertragung 
von Triglyzeriden durch das CETP inhibiert und die Bindung von CETP an HDL 
deutlich steigert (Clark et al., 2006). Hieraus erwuchsen große Hoffnungen, ei-
nen neuen Therapieansatz gegen Atherosklerose und die koronare Herzkrank-
heit gefunden zu haben. In klinischen Studien erhöhte Torcetrapib tatsächlich 
die Plasma-HDL-Spiegel um ca. 64% und senkte die LDL-Konzentration um 
18%. Ein Effekt auf die Intima media-Dicke ließ sich jedoch nicht feststellen 
(Bots et al., 2007). Zudem musste die Phase 3-ILLUMINATE Studie vorzeitig 
beendet werden, weil in der Torcetrapibgruppe eine erhöhte Mortalität zu ver-
zeichnen war (Barter et al., 2007). Möglicherweise ist dies bedingt durch nicht 
mit der CETP-Hemmung im Zusammenhang stehende Nebenwirkungen des 
Torcetrapibs wie eine beobachtete Erhöhung der Aldosteronkonzentration in 
der Torcetrapibgruppe (Barter et al., 2007; Forrest et al., 2008; Hu et al., 2009). 
Durchaus besteht jedoch auch die Möglichkeit, dass sich etablierte Theorien als 
falsch erweisen können. Das CETP beschleunigt den Transport von Choleste-
rylestern aus der Peripherie in die Leber. Eine CETP-Hemmung könnte also 
beispielsweise über den größeren Verbleib von Cholesterin in der Gefäßwand 
proatherogenetisch wirken. Aktuell scheint es jedoch wahrscheinlicher, dass die 
erhöhte Sterblichkeit unter Torcetrapib durch substanzspezifische Nebenwir-
kungen verursacht wurde. Weitere CETP-Inhibitoren, Dalcetrapib und Ana-
cetrapib, wurden entwickelt und befinden sich in der klinischen Prüfung. Bis da-
to wurde bei beiden Wirkstoffen keine erhöhte Sterblichkeit festgestellt (Cannon 
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et al., 2010; Stein et al., 2010). Es ist allerdings zu bemerken, dass die Studien 
zum Teil noch nicht abgeschlossen sind und Phase III-Studien noch fehlen. Ei-




































Abbildung 7: Das Cholesterylester-Transferprotein (CETP) spielt eine Schlüsselrolle im 
Lipoproteinstoffwechsel, indem es Cholesterylester von HDL auf VLDL im Austausch für 
Triglyzeride überträgt. Damit hemmt es den Abtransport von Cholesterin aus der Peri-
pherie in die Leber. Selektive CETP-Inhibitoren als atheroprotektive Therapeutika sind in 
der Entwicklung.
HDL2-Partikel enthalten hauptsächlich ApoAI und sind größer und weniger dicht 
als HDL3-Partikel. Letztere enthalten neben ApoAI auch ApoAII (Huang et al., 
1995). In einigen Studien scheinen HDL2 aufgrund ihres höheren ApoAI-Ge-
halts stärker kardioprotektiv zu sein als HDL3 (Lamarche et al., 1997). Diese 
Ergebnisse konnten jedoch nicht in allen Untersuchungen bestätigt werden (van 
der Steeg et al., 2008).
Für sehr hohe HDL-Plasmaspiegel wurde, entgegen der geltenden Meinung, 
dass HDL ein protektiver Faktor ist, teilweise sogar eine positive Korrelation mit 
dem KHK-Risiko gefunden (van der Steeg et al., 2008).
Umgekehrt zeigten Befunde der „Copenhagen City Heart Study“, dass nicht 
jede HDL-Erniedrigung negative Effekte haben muss (Agerholm-Larsen et al., 
2000). Hier wurde ein A373P/ R451Q-Polymorphismus im CETP entdeckt, der 
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zu einer Reduktion der HDL-Konzentration führt (bei Frauen zwischen 0.12 bis 
0.36 mmol/L entsprechend etwa 4 - 14 mg/dl; bei Männern zwischen 0.14 bis 
0.21 mmol/L entsprechend etwa 5 – 8 mg/dl) und trotzdem eine Schutzfunktion 
zu haben scheint. Frauen hatten trotz deutlichen HDL-Abfalls ein um 36% redu-
ziertes Herzinfarktrisiko.
1.5 Die physiologische Bedeutung der Triglyzeride im Men-
schen
Triglyzeride sind die Hauptquelle der Organe für Fettsäuren, welche als Ener-
giequelle genutzt werden können (Voshol et al., 2009).
Freie Fettsäuren werden im Ruhezustand des Körpers größtenteils in die Leber 
aufgenommen (Teusink et al., 2003). Dort werden sie entweder für die ?-Oxida-
tion verwendet oder aber durch Veresterung von drei Acyl-CoA-Molekülen mit 
Glycerol-3-Phosphat in Triglyzeride umgewandelt. Die entstandenen Triglyzeri-
de werden nun zum Teil gespeichert. Der andere Teil wird in Form von VLDL in 
die Zirkulation überführt. Nach der Lipolyse der VLDL werden die aus den Tri-
glyzeriden wieder generierten Fettsäuren hauptsächlich durch das Fettgewebe, 
die Skelett- und die Herzmuskulatur aufgenommen (Olivecrona et al., 1997), um 
dort als Energiequelle zu dienen.
In der postprandialen Situation wird die VLDL-Produktion in der Leber reduziert. 
Die Plasmatriglyzeride stammen dann hauptsächlich aus den im Darm syntheti-
sierten Chylomikronen (Redgrave, 2004). Die enthaltenen Triglyzeride werden 
nun von der LPL des Fettgewebes hydrolysiert und die Fettsäuren in dieses 
Gewebe aufgenommen (Havel, 1997). Während im Nüchternzustand Triglyzeri-
de hauptsächlich durch das Muskelgewebe aufgenommen werden, wird diese 
Rolle im postprandialen Zustand durch das Fettgewebe eingenommen 
(Olivecrona et al., 1997).
1.6 Apolipoproteine
Wie in den vorangegangenen Kapiteln gezeigt, sind die Apolipoproteine wichti-
ge Bestandteile der Lipoproteine.
Apolipoproteine sind definiert als Proteine, die neutrale Lipide und Phospholipi-
de binden, um lösliche, polydisperse Lipoproteinfamilien zu formen (Kostner 
und Alaupovic, 1972). Sie können unter anderem nach Isolierung per Ultra-
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zentrifugation durch unterschiedliches Wanderverhalten in der Gelelektrophore-
se (Gustafson et al., 1966; Neubeck et al., 1977; Seidel et al., 1973) und durch 
Immunoaffinitätssäulen (Nakajima et al., 1993) unterschieden werden. Alle bis-
her bekannten Apolipoproteine besitzen mindes???????????-Helix als gemein-
sames Merkmal (Segrest et al., 1994).
Jedes Lipoprotein hat eine eigene Kombination verschiedener Apolipoproteine, 
die die für die jeweilige Lipoproteinfraktion typischen Funktionen ermöglicht.
Tabelle 1-2 gibt eine Übersicht über die bekannten Apolipoproteine, ihre Funkti-
on und andere Eigenschaften.






















Bindung an SRBI und 
den HDL- Rezeptor
AII 1 17 35 - 50 HDL Leber
Aktivierung der hepat. 
Triglyzeridlipase
AIV 11 46 < 5 HDL, CM Darm
Aktivierung der LCAT; 
Bindung an den HDL-
Rezeptor?
AV 11 38 < 2 VLDL, HDL Leber
Aktivierung der hepati-
schen Triglyzeridlipase










CI 19 6,5 5 - 8
HDL,CM, 
VLDL
Leber Aktivierung der LCAT
CII 19 8,8 3 - 7
HDL,CM, 
VLDL
Leber Aktivierung der LPL
Fortsetzung der Tabelle auf der nächsten Seite
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CIII 11 8,9 10 - 12
HDL,CM, 
VLDL
Leber Inhibitor der LPL
D 3 29 8 - 10 HDL Leber
Aktivierung und Stabi-
lisierung der LCAT






(a) 6 350-900 variabel
HDL,LDL 
Lp(a)
Leber Funktion noch unklar
 J 8 70 7-10 HDL, VLDL
Gehirn,
Leber
Funktion nicht genau 
bekannt. Mitwirkung 
bei zellulärer Apoptose





In der vorliegenden Arbeit wurden jedoch nicht die kodierenden Genabschnitte 
der Apolipoproteine untersucht, sondern ihre regulatorischen Gensequenzen.
1.6.1 Die Bedeutung regulatorischer Sequenzen für die Apolipopro-
teinexpression
Schon frühzeitig konnte die Bedeutung von Polymorphismen in nicht-kodieren-
den Abschnitten der Apolipoproteine für Pathologien des Fettstoffwechsels dar-
gestellt werden. So wurde zum Beispiel eine Guanin/ Cytosin-Substitution in der 
nicht kodierenden 3’-Region des Apolipoproteins CIII entdeckt (Karathanasis et 
al., 1983; Rees et al., 1983; Rees et al., 1985), die signifikant häufiger bei Pati-
enten mit Hypertrigylzeridämie gefunden wurde als in Kontrollgruppen (Rees et 
al., 1983; Rees et al., 1985). Diese Ergebnisse konnten zwar nicht für alle 
(Marcil et al., 1996; Price et al., 1989), aber doch für viele verschiedene ethni-
sche Gruppen bestätigt werden (Dammerman et al., 1993; Ordovas et al., 1991; 
Shoulders et al., 1991; Shoulders et al., 1996; Surguchov et al., 1996; Tybjaerg-
Hansen et al., 1993). In diesen nicht kodierenden Abschnitten liegen verschie-




Schon der Begriff „regulatorische Sequenzen“ beschreibt die Wichtigkeit dieser 
Genabschnitte als Regulatoren der Transkription bestimmter Gene. Am Beispiel 
des Apolipoprotein CIII-Gens soll dies erläutert werden.
In einer in vitro-Untersuchung aus dem Jahr 1990 wurden verschiedene Ab-
schnitte vor dem Transkriptionsstart des ApoCIII-Gens aus der Sequenz ent-
fernt und nachfolgend die Transkriptionsaktivität per Chloramphenicol-Acetyl-
transferase-(CAT-)Assay gemessen. Dabei wurde festgestellt, dass die ApoCIII-
Expression in der Leber bis zu 34-fach, im Darm bis 13-fach verringert werden 
kann, wenn ein Abschnitt 890 bis 686 Basen vor dem Transkriptionsstartpunkt 
des ApoCIII-Gens aus der Sequenz entfernt wird. Die Deletion des Abschnitts 
1020 bis 871 Basen vor dem Transkriptionsstart führte hingegen zur zweifachen 
Steigerung der intestinalen Transkriptionsaktivität, ohne Auswirkung auf die he-
patische Transkriptionsaktivität zu haben. (Ogami et al., 1990)
Trotz der Bedeutung der regulatorischen Abschnitte für die Gene nicht nur des 
Fettstoffwechsels, sind sie verhältnismäßig wenig untersucht. Bei vielen bereits 
bekannten Polymorphismen ist noch nicht klar, welche Auswirkung sie haben. 
Daher sind sie weiterhin Gegenstand der aktuellen Forschung (Delgado-Lista et 
al., 2010; Lai et al., 2005; Payseur et al., 2006; Qi et al., 2007). Aus diesem 
Grund wurde das Augenmerk in der vorliegenden Arbeit auf diese Genbereiche 
gelegt.
Die Bedeutung der hier untersuchten Genabschnitte und dadurch auch die 
Grundlage für das Screening werden im Folgenden detailliert beschrieben.
Das übergeordnete Ziel dieser Studien war, neue Therapiemöglichkeiten für 
Störungen des Lipidstoffwechsels zu entdecken und somit Risikofaktoren zum 
Beispiel für die koronare Herzkrankheit einzudämmen.
Erste Erfolge auf der Apolipoproteinebene haben beispielsweise die Fibrate 
erbracht, die über die Aktivierung des Peroxisome Proliferator-Activated Re-
ceptor ? (PPAR?) die ApoCIII-Transkription vermindern (Andersson et al., 
1999) sowie die ApoAI-Transkription und HDL-Plasmaspiegel steigern können
(Hennuyer et al., 1999; Staels und Auwerx, 1998; Vu-Dac et al., 1998). Die 
verminderte ApoCIII-Transkription könnte zu einer verbesserten Clearance 
triglyzeridreicher Lipoproteinremnants führen und so unter Umständen das Risi-
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koprofil in Bezug auf die Entwicklung einer Artherosklerose verbessern
(Andersson et al., 1999).
Weitere Erfolge konnten mit Infusionen von HDL und ApolipoproteinAI sowie 
ApoAI-mimetischen Peptiden erreicht werden (Meyer et al., 2009; Tardif et al., 
2009; Van Lenten et al., 2008; Van Lenten et al., 2009). Ziel dieser Anwendung 
war auch hier die Verbesserung des Artheroskleroserisikoprofils durch Anhe-
bung der HDL-Plasmakonzentrationen.
Um die gewünschten Plasmalevel erreichen zu können, wäre eine Möglichkeit 
der Transkriptionsregulierung wünschenswert. Hierfür ist jedoch das vollständi-
ge Verständnis regulatorischer Genabschnitte notwendig.
1.6.2 Der ApoAI-CIII-AIV-AV-Cluster
Anfang der 1980er Jahre wurde festgestellt, dass die Gene der Apolipoproteine 
AI und CIII sehr wahrscheinlich von einem gemeinsamen evolutionären Vorfah-
ren abstammen und über gemeinsame Kontrollregionen verfügen (Karathanasis 
et al., 1983). Die Vermutung des gemeinsamen evolutionären Ursprungs wird 
gestützt durch die Entdeckung großer Homologien zwischen den Genen des 
Clusters (Karathanasis, 1985; Karathanasis et al., 1986).
Ihre Gene konnten auf dem langen Arm des Chromosoms 11 (11q23 – q24) 
lokalisiert werden (Bruns et al., 1984; Law et al., 1984).
Kurze Zeit später wurde durch Hybridisierungsstudien das Gen des Apolipopro-
teins AIV entdeckt und ebenfalls diesem Cluster zugeschrieben (Karathanasis, 
1985).
Das ApoAI- und das ApoAIV-Gen werden in der gleichen, das ApoCIII-Gen in 
der entgegengesetzten Richtung transkribiert (Kardassis et al., 1996). Dies führt 
dazu, dass das ApoAIV- und das ApoCIII-Gen über eine gemeinsame regulato-
rische 5’-Region verfügen könnten und legt somit die Hypothese nahe, dass die 
Transkription beider Gene gemeinsam reguliert wird (Ochoa et al., 1993).
Vor wenigen Jahren wurde durch den Vergleich von Mäuse- und menschlicher 
DNA noch ein weiteres Apolipoproteingen, ApoAV, entdeckt und dem Cluster 
zugerechnet (Pennacchio et al., 2001; van der Vliet et al., 2001).
Verschiedene Studien identifizierten den ApoAI-CIII-AIV-Gencluster als Kandi-
datengen für die familiäre Hypercholesterinämie und damit als wichtigen Risiko-
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faktor für die koronare Herzkrankheit (Dallinga-Thie et al., 1996; Dallinga-Thie 
et al., 1997; Hayden et al., 1987; Wojciechowski et al., 1991).
Jedes der drei Gene des Clusters bzw. deren Promoter verfügt über mindes-
tens ein sogenanntes Hormone Response Element (HRE) (Ktistaki et al., 1994; 
Papazafiri et al., 1991; Talianidis et al., 1995; Tzameli und Zannis, 1996). HRE 
bestehen aus zwei direkten, inversen oder umgekehrt palindromischen 
AGG(T)TCA-Sequenzwiederholungen auf dem Sense-Strang bzw. TGA(A)CCT 
auf dem Anti-Sense-Strang. Sie sind wichtig für die Transkription und gewebe-
abhängige Expression von Apolipoproteingenen (Zannis et al., 2003). Ihre 
Funktion wird hervorgerufen durch die Bindung verschiedener Transkriptions-
faktoren. Meist handelt es sich hierbei um den Hepatic Nuclear Factor (HNF)-4, 
aber auch andere Stoffe können an die HRE binden (Lavrentiadou et al., 1999; 
Tzameli und Zannis, 1996).
Um ihre Wirkung entfalten zu können, interagieren die HRE der verschiedenen 
Gene miteinander über diese Transkriptionsfaktoren (Archer et al., 2005; Gins-
burg et al., 1995; Kardassis et al., 1997; Ktistaki et al., 1994; Talianidis et al., 
1995).
Alle bekannten Transkriptionsfaktoren verfügen über eine DNA-Bindungsdo-
mäne sowie eine Transkriptionsaktivierungsdomäne (Sladek, 1993; Zannis et 
al., 2001). Die Gruppe der leberspezifischen Transkriptionsfaktoren wird haupt-
sächlich vertreten durch HNF-1, -2 und -4 und das CCAAT/ Enhancer Binding 
Protein (C/EBP) (Sladek, 1993; Zannis et al., 2001). Diese Faktoren werden 
zusätzlich im Darm synthetisiert (Zannis et al., 2001) und sind ebenso wie ubi-
quitär vorkommende Faktoren wie das Specificity Protein 1 (SP1) (Briggs et al., 
1986) und andere in die Transkription der Apolipoproteingene eingebunden.
Da die Regulation der Genexpression vor allem auf der Transkriptionsebene 
stattfindet (Ladias et al., 1992), könnte die Untersuchung des ApoAI-CIII-AIV-
Clusters noch zusätzliche wichtige Erkenntnisse für Pathologika des Lipidstoff-
wechsels liefern. Die starke funktionelle und regulatorische Verbindung der ein-
zelnen Gene des Clusters miteinander wird in den folgenden Kapiteln im Ein-
zelnen erläutert und war ein wichtiger Grund dafür, in dieser Arbeit die regulato-
rischen Sequenzen genau dieser drei Gene auf Mutationen zu untersuchen.
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1.6.3 Das Apolipoprotein AI
Bereits in den 60er Jahren des letzten Jahrhunderts wurde das Apolipoprotein 
AI als Bestandteil der High Density Lipoproteins (HDL) entdeckt (Scanu et al., 
1958). Seine Masse macht etwa 70% der gesamten Proteinmasse der HDL aus
(Brouillette et al., 2001; Scanu und Edelstein, 2008). Es wird hauptsächlich in 
der Leber und dem Dünndarm synthetisiert (Karathanasis, 1985; Sorci-Thomas 
et al., 1989).
Das Apolipoprotein AI besteht aus 243 Aminosäuren (Brewer, Jr. et al., 1978)
und amphipathischen Helices aus 11 bzw. 22 sich wiederholenden Aminosäu-
ren, welche durch Prolinreste voneinander getrennt werden (Segrest et al., 
1992).
In fettfreier Umgebung ist es ein asymmetrisches, flexibles Molekül, das aus 
zwei helixförmigen Hauptdomänen besteht, die sich aus einem vier Helices um-
fassenden Abschnitt in den ersten 75% der N-terminalen Region sowie einem 
zwei Helices umfassenden Abschnitt in der C-terminalen Region zusammen-
setzen (Ajees et al., 2006; Edelstein und Scanu, 1980; Vitello und Scanu, 1976).
Das ApoAI zeichnet sich durch eine hohe Oberflächenaktivität aus, die von den 
amphipathischen Eigenschaften des Moleküls abhängt (Brouillette et al., 2001; 
Saito et al., 2003). Lipidfreies ApoAI tendiert zur Ausbildung von Oligomeren 
(Davidson et al., 1996), hervorgerufen durch hydrophobische Interaktionen der 
C-terminalen Helices (Vitello und Scanu, 1976).
Für die Konfiguration von ApoAI im Beisein von Phospholipiden gibt es zwei 
große Modelle. Am breitesten anerkannt ist das sogenannte Belt Model, bei 
dem die amphipathischen Helices des ApoA-I-Moleküls gürtelartig um die 
scheibenförmig angeordnete Phospholipiddoppelschicht gewunden sind 
(Koppaka et al., 1999; Li et al., 2006; Segrest et al., 1999; Wu et al., 2007).
Das zuerst entwickelte, sogenannte Picket Fence (deutsch: Lattenzaun) -Modell, 
bei dem die ?-Helices des ApoAI parallel zu den Acylketten der Plasmalipide 
angeordnet sind (Brasseur et al., 1992; Phillips et al., 1997), ist größtenteils 
wieder verlassen worden.
Mittlerweile wurde noch ein drittes Modell vorgestellt, bei dem die ApoAI-Mole-
küle haarnadelartig um die Phospholipidacylketten angeordnet sind (Rogers et 
al., 1998; Tricerri et al., 2001). Dies liefert ein Modell für die Konfiguration schei-
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benförmiger HDL-Partikel mit drei ApoAI-Molekülen und erklärt somit die Grö-
ßenunterschiede rekonstituierter HDL-Partikel (Klon et al., 2002).
ApoAI übernimmt freies Cholesterol sowie Plasmalipide vom sogenannten ATP-
Binding Cassette Transporter 1 (ABCA 1) und dient somit der Ausschleusung 
von Cholesterol und Lipiden aus den peripheren Zellen in die HDL (Oram, 2003; 
Yancey et al., 2003).
Durch ABCA 1 aus der Plasmamembran freigesetztes freies Cholesterol und 
Plasmalipide werden hauptsächlich durch lipidfreie und lipidarme ApoAI-Mole-
küle aufgenommen (Yancey et al., 2003). ApoAI kann dabei zwischen lipidrei-
chen und lipidarmen Zuständen wechseln (Liang et al., 1995) und so als lipi-
darmes oder –freies Molekül von den HDL abdissoziieren, um wiederum für 
ABCA 1 zur Verfügung zu stehen (Rye und Barter, 2004).
Das freie Cholesterol in ApoAI-enthaltenden HDL-Partikeln, das in vivo durch 
ABCA 1 geformt wird, wird wiederum durch die Lecithin-Cholesterol-Acyltrans-
ferase (LCAT) in Cholesterolester umgewandelt (Saito et al., 2004). ApoAI dient 
dabei als obligatorischer Kofaktor und Aktivator der LCAT (Fielding et al., 1972). 
Dabei sind für die Aktivierung der LCAT drei Arginin-Reste in einer amphipathi-
schen ?-Helix der Klasse A zwischen den Positionen 143 und 164 (Dhoest et 
al., 1997; Minnich et al., 1992; Roosbeek et al., 2001) und ein Abschnitt zwi-
schen den Positionen 159 und 180 (Wu et al., 2007) verantwortlich.
Passend zu diesen Erkenntnissen wurden verschiedene Punktmutationen in der 
Aminosäuresequenz des ApoAI entdeckt, die zu einer drastischen Aktivitätsab-
nahme der LCAT führten (Bruckert et al., 1997; Miccoli et al., 1997; Utermann 
et al., 1984).
Die durch die LCAT erstellten Cholesterolester der HDL können unter anderem 
mithilfe der Scavenger-Rezeptor Klasse B Typ 1 (SR-B1) in Hepatozyten auf-
genommen werden (Rigotti et al., 2003; Williams et al., 1999). ApoAI ist ein 
wichtiger Interaktionspartner für die SR-B1 und dient damit dem reversen Cho-
lesteroltransport (Anantharamaiah et al., 2007; Thuahnai et al., 2003; Williams 
et al., 2000).
Auch in vivo konnte die Bedeutung des ApoAI für den reversen Cholesterol-
transport gezeigt werden. So wurde in einem Mausmodell ein verstärkter Cho-
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lesteroltransport von Makrophagen in den Fäzes ApoAI-überexprimierender
Mäuse nachgewiesen (Zhang et al., 2003).
Ferner zeigte ein Mausmodell eine signifikante Zunahme der Atherosklerose-
häufigkeit bei Mäusen, die kein ApoAI exprimierten (Moore et al., 2003). Pas-
send dazu konnte die Häufigkeit der Entwicklung der Atherosklerose bzw. die 
Größe atherosklerotischer Plaques in Mäusen deutlich reduziert werden, nach-
dem ein Transfer humanen ApoAI-Gens auf diese Mäuse durchgeführt worden 
war (Benoit et al., 1999; Rubin et al., 1991).
Auch in Menschen konnten Hinweise auf einen protektiven Effekt des ApoAI in 
Bezug auf die Atheroskleroseentwicklung gefunden werden. In einer Studie 
wurde rekombinantes ApoAIMilano (siehe unten) mit Phospholipiden in einem 
Komplex gebunden und 57 Patienten mit akutem Koronarsyndrom infundiert. 
Dies führte zu einer deutlichen Volumenreduktion atherosklerotischer Plaques 
(Nissen et al., 2003).
Weitere Indizien für die atheroprotektiven Eigenschaften des ApoAI konnten 
durch Arbeiten mit synthetischen amphipathischen Peptiden gefunden werden. 
Bereits 1979 konnten ApoAI-mimetische Peptide mit ApoAI-ähnlichen Oberflä-
cheneigenschaften synthetisiert werden (Fukushima et al., 1979). Ein Jahr spä-
ter konnte die Lecithin-Cholesterol-Acyltransferase durch ApoAI-mimetische 
Peptide aktiviert werden (Yokoyama et al., 1980).
Die orale Gabe eines ApoAI-mimetischen Peptids an Affen erhöhte deren Cho-
lesteroltransfer von Makrophagen auf HDL und verminderte die Fähigkeit der 
LDL, das Arterienendothel zur Produktion chemotaktisch wirksamer Stoffe zu 
stimulieren (Navab et al., 2004).
Bei einer Untersuchung an sechs Männern mit niedrigen HDL-Plasmaspiegeln 
konnte ein Anstieg der HDL-Plasmakonzentration nach Infusion lipidfreien Apo-
AI´ festgestellt werden (Nanjee et al., 1996). Eine spätere Studie an 16 gesun-
den, männlichen Probanden zeigte, dass die Infusion von ApoAI/Lecithin den 
reversen Cholesteroltransport in Menschen stimulieren kann (Nanjee et al., 
2001), unter anderem, indem es die LCAT aktiviert und einen Präsentationstun-
nel erstellt, um Cholesterol in die HDL-Partikel aufzunehmen (Jones et al., 
2009).
Zudem sind die Methioninreste des ApoAI in der Lage, die Lipidperoxidation zu 
unterbrechen und so die Bildung von oxidiertem LDL zu vermindern (Garner et 
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al., 1998; Panzenbock und Stocker, 2005). Diese Fähigkeit ist wiederum ab-
hängig vom Redox-Status des Apo AI (Zerrad-Saadi et al., 2009). Oxidiertes 
LDL spielt eine Schlüsselrolle in der Entstehung von Schaumzellen (Goldstein 
et al., 1979).
Auch strukturelle Modifikationen, wie oxidativer Stress auf das ApoAI durch die 
Myeloperoxidase mit nachfolgendem Verlust der Fähigkeit der Interaktion mit 
dem ATP-Binding Cassette Transporter 1, können zur Störung des reversen 
Cholesteroltransports führen (Bergt et al., 2004; Zheng et al., 2004). Dies ist 
interessant, da diese Situation bei Menschen vor allem bei Vorliegen der koro-
naren Herzkrankheit sowie in arteriellen Plaques bei Atherosklerose entsteht 
(Zheng et al., 2004).
Auch die Tatsache, dass HDL-Partikel in sehr hohen Konzentrationen ihre pro-
tektive in eine proatherogenetische Wirkung umkehren, dies für ApoAI jedoch 
nicht gilt (van der Steeg et al., 2008), ist ein Hinweis darauf, dass die atheropro-
tektive HDL-Wirkung durch das ApoAI bedingt wird.
Bei einem Vergleich verschiedener Studien stellten Hovingh et al. zudem fest, 
dass Mutationen des ApoAI verglichen mit Mutationen in anderen Komponenten 
des reversen Cholesteroltransports wie ABCA 1 oder der LCAT die schwerwie-
gendsten Auswirkungen in Bezug auf die Entwicklung atherosklerotischer Läsi-
onen haben. (Hovingh et al., 2005)
Erkenntnisse über die Regulation des ApoAI-Spiegels durch die Nahrungsauf-
nahme lieferte eine Studie an Kaninchen, bei der eine Kokusnusöldiät die Apo-
AI-mRNA-Spiegel circa eineinhalbfach steigerte (Schwab et al., 2000).
Auch die Hormonhomöostase scheint eine Regulatorrolle in Bezug auf die 
ApoAI-Expression einzunehmen. So konnte die Gabe von 17?-Estradiol in einer 
HepG2-Zellkultur sowohl den Steady State mRNA-Spiegel als auch den Cho-
lesterolefflux aus Fibroblasten steigern (Jin et al., 1998; Lamon-Fava et al., 
1999). Obwohl diese Ergebnisse durch eine andere Arbeit nicht bestätigt wer-
den konnten (Harnish et al., 1998), gibt es deutliche Hinweise dafür, dass die 
Östrogenersatztherapie bei postmenopausalen Frauen zu einem Anstieg der 
ApoAI Plasmaspiegel führt (Applebaum-Bowden et al., 1989; Granfone et al., 
1992; Schaefer et al., 1983).
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Die ApoAI-Gensequenz wurde durch zwei verschiedene Arbeiten beschrieben 
(Breslow et al., 1982; Shoulders et al., 1983). Beide Untersuchungen nutzten 
die DNA-Klonierung und legten so den Grundstein zur Erforschung des ApoAI-
Gens. Wie oben beschrieben wurde es noch im gleichen Jahr als Bestandteil 
des ApoAI/CIII-Clusters identifiziert (Karathanasis et al., 1983).
Die erste bekannte Mutation in der primären Sequenz eines Plasmalipoproteins 
ist das sogenannte ApoAIMilano. Bei drei Mitgliedern einer italienischen Familie 
wurden deutlich erniedrigte HDL-Plasmaspiegel gefunden. Die Funktion der 
LCAT und der Lipoproteinlipase waren jedoch normal oder nur leicht reduziert. 
Auch klinische Zeichen der Atherosklerose fehlten vollkommen (Franceschini et 
al., 1980). Es wurde festgestellt, dass diese Konstellation durch das Vorkom-
men von Cystein und Isoleucin in der ApoAI-Aminosäuresequenz hervorgerufen 
wurde. Deshalb wird das ApoAIMilano auch ApoAIcys genannt (Weisgraber et al., 
1980).
Zwei Jahre nach der Entdeckung der ApoAIMilano-Variante beschrieb die ehema-
lige Marburger Arbeitsgruppe um Gerd Utermann zwei neue Varianten, die sie 
ApoAIMarburg und ApoAIGießen nannte (Utermann et al., 1982a). Die ApoAIGießen-
Variante wurde wenig später als Defektmutante beschrieben, die unfähig ist,
das Schlüsselenzym LCAT zu aktivieren (Utermann et al., 1984).
Obwohl die ApoAIMarburg-Variante in Personen mit Hypertriglyzeridämie gefun-
den worden war, konnte ein Zusammenhang nicht nachgewiesen werden 
(Utermann et al., 1982b).
Weitere Varianten wie ApoA-IHelsinki (Lys107à0) und ApoA-IIowa (Gly26àArg) 
sind ebenfalls beschrieben worden (Nichols et al., 1988; Rall, Jr. et al., 1984).
Für die ApoAIHelsinki-Variante konnte eine Assoziation mit niedrigen HDL- und 
ApoAI-Plasmaspiegeln nachgewiesen werden (Tilly-Kiesi et al., 1995).
Weder für ApoAIMilano noch ApoAIMarburg und ApoAIIowa konnte ein Zusammen-
hang mit der koronaren Herzkrankheit nachgewiesen werden (Franceschini et 
al., 1980; Rader et al., 1992; Utermann et al., 1982b).
Die Regulation der Expression des ApoAI-Gens geschieht vornehmlich über 
Interaktionen zwischen nukleären Hormonrezeptoren, die an den ApoAI Promo-
ter binden, und den an das HRE des ApoCIII Enhancers bindenden Rezeptoren 
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(Bisaha et al., 1995; Papazafiri et al., 1991; Tzameli und Zannis, 1996; Walsh et 
al., 1993).
1.6.3.1 Der ApoAI Promoter
Der ApoAI Promoter enthält in seiner proximalen Region vier regulatorische 
Elemente A bis D (Papazafiri et al., 1991; Widom et al., 1991). Wie die anderen 
Gene des ApoAI/CIII/AIV-Clusters verfügt er, wie in Kapitel 1.6.2 beschrieben, 
über HRE (Papazafiri et al., 1991; Tzameli und Zannis, 1996), die hier in den 
Elementen B und D liegen und beide HNF-4 als Bindungspartner verwenden 
(Tzameli und Zannis, 1996). Element C hingegen bindet mit den C/EBP ver-
wandte hitzestabile Faktoren, welche als verstärkende Regulatoren wirken. Zu-
dem bindet es auch hitzelabile Faktoren, die zum Teil hemmend auf den Pro-
moter wirken (Papazafiri et al., 1991).
Sowohl in vitro (Widom et al., 1991) als auch in vivo (Walsh et al., 1989) kann 
der ApoAI Promoter die Expression des ApoAI-Gens aufrechterhalten. Seine 
Aktivität wird jedoch maßgeblich durch den ApoCIII Enhancer bestimmt
(Kardassis et al., 1997) und ist unverzichtbar zur Erreichung der vollen Trans-
kriptionsaktivität (Kan et al., 2000; Zannis et al., 2003).
Verschiedene Studien konnten die Bedeutung der HRE für die Expression des 
ApoAI-Gens belegen. Artifizielle Mutationen im Bereich der HRE führten in vitro 
zu dramatischen Aktivitätsverlusten des ApoAI Promoters (Kardassis et al., 
1997) und führten in einem Mausversuch zu einer Verminderung der Expressi-
on des ApoAI Gens auf etwa 15% im Vergleich zu Wildtypmäusen (Zannis et al., 
2001; Zannis et al., 2003). Die verbleibende Expressionsaktivität lässt sich am 
ehesten mit der Wirkung des ApoCIII Enhancers erklären und zeigt, dass dieser 
allein ausreichend für die Expression des ApoAI Gens ist (Zannis et al., 2001). 
Näheres hierzu erläutert Kapitel 1.6.5.1.
Die Wirkung des ApoAI Promoters hängt zusätzlich von den mit dem HRE in-
teragierenden Liganden ab. Bindet HNF-4, verstärkt der Promoter die Expressi-
on des ApoAI Gens. Binden jedoch andere Faktoren wie das ApoAI Regulatory 
Protein 1 (ARP-1) oder das ErbA Related Protein 3 (EAR-3), wird die Transkrip-
tionsaktivität vermindert (Tzameli und Zannis, 1996).
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Die hier untersuchte Sequenz des Apo AI Promoters umfasste 229bp zwischen 
den Nukleotiden 11q:116708439 bis 11q:116708667 (-329 bis -101 in Bezug 








Abbildung 8: Darstellung der Sequenz des ApoAI Promoters mit den bisher bekannten 
Polymorphismen. Die in dieser Arbeit untersuchte Sequenz ist durch die eckigen Klam-
mern gekennzeichnet. Die grau hinterlegten, unterstrichenen Elemente kennzeichnen die 
Hormone Response Elements des Promoters (Zannis et al., 2003).
Ein bereits bekannter Typ I-Polymorphismus des ApoAI Promoters liegt 75bp 
vor dem Transkriptionsstart und zeichnet sich durch den Austausch von Adenin 
mit Guanin aus (rs670; MspI; -75AàG; siehe Abbildung 8;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=670 vom 06.12.2011). 
Er wurde durch zwölf verschiedene Arbeitsgruppen an über 300 Proben und 
durch verschiedene Methoden bestätigt. Das A-Allel kommt, je nach Untersu-
chung, mit einer Häufigkeit von 13,5 bis 32,2%, das G-Allel mit 68,8 bis 86,5% 
vor. Für die Charakterisierung dieses Single Nucleotide Polymorphism (SNP)
wurden das PARC Rochester und PARC Jackson Panel, Celera Donors, das 
Genom von James D. Watson, eine französisch-kanadische, eine thailändische 
sowie eine europäische Population untersucht. Durch diese verschiedenen Ar-
beiten und die Untersuchungen zur Allelfrequenz konnte er validiert werden.
(Brookes et al., 2000; Mullikin, 2001; Nickerson und Rieder, 2007; Ning et al., 
2001; Sarkar et al., 1998; Tocharoentanaphol et al., 2008; Wang et al., 1998; 
Wheeler et al., 2008)
Das PARC Rochester Panel umfasst Amerikaner europäischer Abstammung 
aus Rochester, USA, während das PARC Jackson Panel Amerikaner afrikani-
scher Abstammung aus Jackson, USA, beinhaltet. Bei den Celera Donors han-
delt es sich um europäische und afrikanische Amerikaner sowie mexikanische 
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und chinesische Personen (Brookes et al., 2000; Mullikin, 2001; Nickerson und 
Rieder, 2007; Ning et al., 2001; Sarkar et al., 1998; Tocharoentanaphol et al., 
2008; Wang et al., 1998; Wheeler et al., 2008).
In Bezug auf die Auswirkungen des MspI-Polymorphismus gibt es gegensätzli-
che Untersuchungen. Die Entdecker des SNPs fanden eine Assoziation mit er-
höhten ApoAI- und HDL-Plasmakonzentrationen (Pagani et al., 1990; Talmud et 
al., 1994) und vermuteten, dass es sich um einen protektiven Polymorphismus 
in Bezug auf die Entwicklung einer KHK handelt. In einer anderen Untersu-
chung wurde postuliert, dass das A-Allel die ApoAI-Synthese durch direkte Wir-
kung auf die Gentranskription stimuliert (Jeenah et al., 1990). Diese These wur-
de durch einen CAT-Reportergen-Assay gestützt, bei dem eine Assoziation zwi-
schen dem A-Allel und erhöhten ApoAI-Serumspiegeln gefunden wurde (Angotti 
et al., 1994). Nur wenige Jahre später wurde eine genau gegensätzliche Beo-
bachtung gemacht. Ebenfalls ein CAT-Gen-Assay zeigte eine um etwa 27% 
verringerte ApoAI-Expression bei Vorhandensein des rs670-Polymorphismus 
(Matsunaga et al., 1999). Auch Versuche mittels Restriktionsfragmentlängen-
polymorphismus-Untersuchung (RFLP) konnten die These der verstärkten
ApoAI-Expression bei Vorhandensein des A-Allels nicht bestätigen (Kamboh et 
al., 1996).
Eine weitere Untersuchung an etwa 1600 Patienten fand passend zu diesen
Ergebnissen auch keinerlei Assoziation mit dem Auftreten der koronaren Herz-
krankheit (Xiao et al., 2008).
Wang et al. fanden wiederum zwar keine Assoziation der Mutation mit verän-
derten ApoAI- oder HDL-Spiegeln, dafür jedoch ein erhöhtes KHK-Risiko bei 
Homozygotie für das A-Allel. Dieses Risiko erhöhte sich deutlich, wenn ein 
zweiter MspI-Polymorphismus 83bp 5’ des Transkriptionsstarts des ApoAI-Gens
vorlag. (Wang et al., 1996)
Eine mögliche Erklärung für diese widersprüchlichen Ergebnisse wird in einem 
möglichen Kopplungsungleichgewicht mit anderen regulatorischen Elementen 
des ApoAI-Gens gesehen (Danek et al., 1998).
Die Internet-Gendatenbank Ensembl.org kennt noch vier weitere SNPs, die in 





Die Basensubstitution -425AàC (rs12718466; 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=12718466 vom 
06.12.2011) kommt, je nach Untersuchung, mit einer Frequenz von 2,1 bis 
2,8% für das C-Allel bzw. 97,2 bis 97,9% für das A-Allel vor. Sie wurde an ins-
gesamt etwa 240 Proben unter anderem aus den PARC Rochester und Jack-
son Panels (siehe oben) sowie der KHP Korean-Population nachgewiesen. 
Letztere umfasst 90 koreanische Probanden. Diese Mutation wurde durch ver-
schiedene Entdecker und die Untersuchungen zur Allelfrequenz validiert. Über 
ihre Auswirkungen sind jedoch keine Erkenntnisse vorhanden. (Nickerson und 
Rieder, 2007)
Drei weitere SNPs, -246CàT (rs2542053), -284CàG (rs2542054) und
-285GàC (rs2727786), wurden noch nicht validiert. Auch fehlen Erkenntnisse 
über ihre Allelfrequenzen oder ihre Auswirkungen im Organismus. 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?SITE=NcbiHome&submit=Go vom 
06.12.2011)
Alle hier genannten Polymorphismen sind in Abbildung 8 mit dargestellt.
1.6.4 Das Apolipoprotein AIV
Das menschliche Apolipoprotein AIV wurde 1979 bei vergleichenden Studien 
von Ratten- und menschlichen Lipoproteinen entdeckt und zunächst als Be-
standteil der Chylomikronen beschrieben (Beisiegel und Utermann, 1979). In 
Ratten wurde ApoAIV auch in HDL sowie VLDL gefunden (Swaney et al., 1974; 
Swaney et al., 1977). Es enthält mehrere 22 Aminosäuren umfassende, sich 
wiederholende Abschnitte, die amphipathische ?-Helices ausbilden (Boguski et 
al., 1985).
Verglichen mit ApoAI ist ApoAIV relativ instabil und lässt sich leicht denaturie-
ren (Weinberg und Spector, 1985).
Aufgrund seiner geringen Affinität zu Lipiden wird freies ApoAIV in Nüchtern-
plasma nach Ultrazentrifugation gefunden (Green et al., 1980). Bei Menschen 
findet man es vornehmlich in lipoproteinfreiem Plasma (Bisgaier et al., 1985; 
Utermann und Beisiegel, 1979).
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Hauptsyntheseort ist der Dünndarm (Wu und Windmueller, 1979), es wird je-
doch auch im Hypothalamus (Liu et al., 2003) und der Leber produziert 
(Karathanasis et al., 1986).
Trotz diverser Gemeinsamkeiten mit der Struktur des Apolipoproteins AI, weist 
das ApoAIV wichtige Unterschiede auf. In der Struktur des ApoAIV fehlt bei-
spielsweise die relativ ungeordnete, hydrophobische C-terminale Lipidbindungs-
domäne des ApoAI. An deren Stelle enthält ApoAIV eine glutaminreiche C-
terminale Domäne, die die Lipidbindung sogar zu behindern scheint. (Pearson 
et al., 2004)
Die genaue Funktion des ApoAIV ist, verglichen mit dem ApoAI, noch relativ 
unbekannt. In Mausmodellen konnte jedoch ein atheroprotektiver Einfluss nach-
gewiesen werden. Mäuse, die ApoAIV exprimieren konnten, wiesen nach einer 
10 Wochen andauernden Versuchsphase deutlich kleinere atherosklerotische 
Läsionen auf, als solche, denen die Fähigkeit zur ApoAIV-Expression genom-
men war (Recalde et al., 2004). Cohen et al. fanden ähnliche Ergebnisse und 
erklärten den Effekt durch die Kofaktorfunktion des ApoAIV für die LCAT 
(Cohen et al., 1997). Gestützt wird diese These durch weitere Arbeiten, bei de-
nen ApoAIV in vitro in der Lage war, die LCAT zu aktivieren (Chen und Albers, 
1985; Steinmetz und Utermann, 1985).
Hinweise für eine Rolle des ApoAIV im reversen Cholesteroltransport lieferten 
unter anderem Studien unserer eigenen teils in Zusammenarbeit mit einer wei-
teren Arbeitsgruppe. Hierbei verstärkte ApoAIV, wie ApoAI, den Cholesterol-
efflux aus Fettzellkulturen und anderen in vitro (Duverger et al., 1993; Stein et 
al., 1986; von Eckardstein et al., 1995). Dabei benutzt es die gleichen Bin-
dungsstellen wie ApoAI und ApoAII (Steinmetz et al., 1990). Es verstärkt zudem
die Aktivierung der Lipoproteinlipase durch das Apolipoprotein CII (Goldberg et 
al., 1990) und stimuliert dessen Aufnahme in triglyzeridreiche Lipoproteine 
(Patsch et al., 1994).
ApoAIV kann auch eine Rolle in der Nahrungsaufnahme als Sättigungssignal 
spielen (Fujimoto et al., 1992; Fujimoto et al., 1993b; Fujimoto et al., 1993a). 
Diese Daten wurden nicht durchweg bestätigt (Aalto-Setala et al., 1994). Sie 
werden jedoch weiter durch Studien unterstützt, die zeigen konnten, dass Insu-
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lin und der endotheliale Wachstumsfaktor (EGF) die ApoAIV-Synthese stimu-
lierten (Attia et al., 1997; Black und Ellinas, 1992). Einige Mutationen des Apo-
AIV-Gens sind zudem mit einem höheren BMI assoziiert (Fiegenbaum und Hutz, 
2003).
Unter anderem durch unsere eigene Arbeitsgruppe wurden anhand isoelektri-
scher Fokussierung zwei häufige Isoproteine des ApoAIV, ApoAIV-I und Apo-
AIV-II, identifiziert (Menzel et al., 1982; Utermann et al., 1982a).
Eine Aminosäuresubstitution an Position 347 von Threonin zu Serin, hervorge-
rufen durch eine Punktmutation, die einen Adeninrest durch einen Thyminrest 
ersetzt, führt zum ApoAIV-I (Lohse et al., 1991). Das ApoAIV-II entsteht durch 
eine Substitution von Guanin mit Thymin an Position drei des Codons 360, die 
wiederum zu einem Austausch von Glutamin mit Histidin führt (Lohse et al., 
1990a; Tenkanen et al., 1991).
Beide Isoproteine sind bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ I mit einem hö-
heren Risiko für die koronare Herzkrankheit assoziiert (Kretowski et al., 2006).
Zusätzlich gibt es weitere, seltenere Isoproteine, die ebenfalls durch Punktmu-
tationen hervorgerufen werden (Lohse et al., 1990b; Lohse et al., 1991).
Die Ergebnisse der Untersuchungen zu den Auswirkungen dieser Sequenzun-
terschiede sind kontrovers. Personen mit dem ApoAIV-II/I-Phänotyp wiesen 
signifikant erhöhte HDL-Plasmaspiegel auf (Menzel et al., 1988; Menzel et al., 
1990). Diese Ergebnisse konnten jedoch nicht von allen Studien bestätigt wer-
den (de Knijff et al., 1988; Ehnholm et al., 1994; Tenkanen et al., 1992; von Ec-
kardstein et al., 1992; Zaiou et al., 1994). Teils wurden statt der erhöhten HDL-
Plasmaspiegel veränderte LDL- und Lp(a)-Plasmaspiegel gefunden (von E-
ckardstein et al., 1992).
In vivo-Kinetik-Studien unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass das ApoAIV 
deutlich schneller katabolisiert wird als beispielsweise ApoAI. Seine Plasma-
spiegel hängen dabei hauptsächlich von der Produktionsrate ab. Untersuchun-
gen der Kinetik der beiden Phänotypen ApoAIV-I und ApoAIV-II zeigten, dass 
ApoAIV-I schneller katabolisiert wird als ApoAIV-II. (Rader et al., 1993)
Die ApoAIV-Produktion wird unter anderem durch die Nahrungsaufnahme be-
einflusst. Eine Diät mit wenig Fett und wenig Cholesterol konnte die ApoAIV-
Sekretion um 37,7% während einer Phase mit regelmäßiger Nahrungsaufnah-
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me bzw. 59,6% im Nüchternzustand gegenüber einer normalen Nahrungsauf-
nahme reduzieren (Sun et al., 2001).
Unsere Arbeitsgruppe studierte die ApoAIV-Plasmakonzentration in normge-
wichtigen Probanden über einen Zeitraum von 24 Stunden in Nüchtern- und 
Sättigungsphasen. In der Nüchternphase fiel die ApoAIV-Konzentration um et-
wa 50%, in der Sättigungsphase blieb die Konzentration relativ stabil. Dabei 
zeigte sie eine Assoziation zur Triglyzeridkonzentration. Ein zirkadianer Rhyth-
mus fand sich nicht. (Rafat et al., 2004)
Die Expression des ApoAIV-Gens wird durch die synergistische Interaktion zwi-
schen ApoAIV Promoter und ApoCIII Enhancer gesteuert.
Unter anderem wurde mithilfe eines Mausmodells festgestellt, dass der ApoAIV 
Promoter allein nicht ausreichend für die Transkription des ApoAIV-Gens ist. 
Erst im Zusammenspiel mit dem ApoCIII Enhancer wird die volle Transkriptions-
aktivität erreicht. (Kardassis et al., 1997; Ktistaki et al., 1994; Ogami et al., 1990; 
Talianidis et al., 1995)
Dabei kontrolliert der ApoCIII Enhancer die hepatische und intestinale Expres-
sion des ApoAIV Gens (Le Beyec et al., 1999).
1.6.4.1 Der ApoAIV Promoter
Bis vor wenigen Jahren wurde davon ausgegangen, dass der ApoAIV Promoter 
insgesamt vier regulatorische Elemente enthält, von denen das Element C als 
Hormone Response Element (HRE) fungiert und HNF-4 als positiven sowie das 
ApoAI Regulatory Protein-1 (ARP-1) und das ErbA-Related Protein 3 (EAR-3) 
als negative Transkriptionsregulatoren binden kann. Die gegensätzliche Wir-
kung der Transkriptionsfaktoren wurde mit ihrer kompetitiven Interaktion mit 
dem ApoAIV Promoter erklärt. (Ktistaki et al., 1994)
Schließlich wurden jedoch noch weitere Elemente gefunden, von denen das 
Element E ebenfalls als HRE fungiert und genau wie Element C sowohl HNF-4
als auch ARP-1 und EAR-3 binden kann (Sauvaget et al., 2002).
Ein wichtiger Regulator der ApoAIV-Transkription ist zudem der Peroxisome 
Proliferator-Activated Receptor ? (PPAR?) aus der Familie der nukleären Hor-
monrezeptoren (Mangelsdorf et al., 1995). Dieser dient der Regulation der Li-
pid- und Glucosehomöostase (Keller und Wahli, 1993).
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PPAR?-Agonisten stimulieren die ApoAIV-Synthese in menschlichen Hepatom-
zellen und steigern den ApoAIV-Plasmaspiegel in Hunden (Nagasawa et al., 
2007).
Nun wurden Hinweise darauf gefunden, dass der ApoAIV Promoter drei Bin-
dungsdomänen für PPAR? im Bereich 2979 bis 2967 Basen vor dem ApoAIV-
Transkriptionsstart enthält. (Nagasawa et al., 2009).
Ohne die Unterstützung durch den ApoCIII Enhancer hat die Wirkung des Apo-
AIV Promoters allerdings nur geringe Auswirkungen auf die Transkriptionsaktivi-
tät (Ktistaki et al., 1994; Ochoa et al., 1993).
Bei Studien mit HepG2- und CaCo2-Zellen wurden widersprüchliche Ergebnis-
se in Bezug auf die Wirkung des ApoAIV Promoters gefunden. Einerseits konn-
te die Transkriptionsaktivität mithilfe der Promotersequenz im Vergleich zu Ver-
suchen mit nicht-hepatischen und nicht-intestinalen Zellen circa 10fach gestei-
gert werden (Elshourbagy et al., 1987). Andererseits zeigte eine andere Studie, 
dass in HepG2- und CaCo2-Zellen der proximale Promoter allein nicht aus-
reichte, um die Transkription zu unterhalten (Ochoa et al., 1993). Erst unter 
dem Einfluss des ApoCIII Enhancers konnte die Aktivität um das circa 9- bis 
10fache gesteigert werden (Ktistaki et al., 1994). Ktistaki et al. zeigten zudem, 
dass das HRE in Element C und HNF-4 unerlässlich für die Funktion des Apo-
AIV-Promoters ist (Ktistaki et al., 1994)
Die in dieser Arbeit untersuchte ApoAIV Promoter-Sequenz umfasste die Nuk-
leotide 11q:116693995 bis 11q:11669444231 (-439 bis -3 in Bezug auf den 
Transkriptionsstart, 437bp, siehe Abbildung 9).
Im ApoAIV Promotergen sind bereits einige SNPs bekannt
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Sequence?g=ENSG0000011024
4;r=11:116691419-116694022;t=ENST00000357780 vom 06.12.2011).
Die rs1268833-Mutation (-874CàT) wurde durch Frequenzanalysen, und durch 
das 1000Genome-Projekt validiert. Beide Allele kommen mit einer Frequenz 





Das 1000Genome-Projekt hat sich zum Ziel gesetzt, das Genom von etwa 2500 
Probanden zu sequenzieren, um so 95% der Mutationen mit einer Frequenz 
von wenigstens 1% zu entdecken und diese Daten über entsprechende Daten-
banken weltweit zugänglich zu machen (Altshuler et al., 2010).
Der rs5089-SNP (-349GàA) wurde an etwa 400 Personen des PARC Jackson 
Panels, der HYP1-Population (80 Probanden aus Harare bzw. Simbabwe) und 
anderen validiert. Das A-Allel kommt mit einer Frequenz von 1,4 bis 10%, das 
G-Allel mit 90 bis 98,6% vor. Die klinische Bedeutung ist auch hier noch unbe-
kannt. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=5089 vom 
07.12.2011)
Rs7929134 (-346GàT) und rs13306180 (-222CàT) konnten über Frequenz-
und Clusteranalysen sowie das 1000Genome-Projekt validiert werden. Die kli-




Rs5090 (-63GàC) wurde anhand von Frequenzstudien validiert. Sein C-Allel 
kommt mit einer Häufigkeit von 4,0 bis 6,2%, das G-Allel mit 93,8 bis 96% vor. 
Die klinische Signifikanz ist noch unklar.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=5090 vom 
30.04.2013)
Auch rs5091 (-13GàA) wurde durch Frequenz- und Clusteranalysen und das 
1000Genome-Projekt validiert. Sein A-Allel kommt mit einer Frequenz von 4,2 




Zu rs1263178 (-208CàT), rs1263179 (-318GàC) und rs7926125 (-252TàG) 
liegen weder Erkenntnisse über Allelfrequenzen noch die klinische Bedeutung 











-738 GTACTGAACCATCCCATTGTTCAGAGGAGAAACTGAAGCTCAG -696 
-695 GGCTTTGAATAACTAGACCAAGGAGGCACAGCATGGGAGTGG -654 
-653 GACATGAAGCACTCTACAATTAACCCTTTCAGGACAAGGCCCTG -610
-609 TCTCCCACACCCATCTGCCCAAAGGCTCTCCAGGGCCCCCTCC -567 




-437 GGACCTGTCTTCACTGGGGTAGACAGAGGAGATGTGGACTTTG -395 
-394 CCCCCCATGAGCCCGGCACAAACCCAGAGCCGCCAGCAGGGC -353 
-352 CTCRAGKCATCAGTCCCGGGCTCATGGGCTCCCTSAGGTGTTT -310 
-309 CTCCTACTGTTTTCCGTTCCCCTCCTCCCTTCCATGCTGAGGTT -266
-265 GGTGGGGTGGGGGKGGGGGTGCCCACGCACGGAACAGCCAC -225 







Abbildung 9: Sequenz des Apo AIV Promoters nach Karathanasis et. al (Karathanasis et 
al., 1986) mit den Hormone Response Elements in den Elementen C und E (durch graue 
Hinterlegung und Unterstrich gekennzeichnet) (Ktistaki et al., 1994; Sauvaget et al., 2002). 
Die in dem gezeigten Bereich vorbekannten Mutationen sind durch Fett- und Kursivdruck 




1.6.5 Das Apolipoprotein CIII
Das Apolipoprotein CIII besteht aus 79 Aminosäureresten und hat eine moleku-
lare Masse von 8,8kDa. Sein Exon 4 kodiert für zwei amphipathische ?-Helices 
(Li et al., 1988). Eine ?-Helix am C-terminalen Ende fungiert als Mediator für die 
Bindung von ApoCIII an Plasmalipide (Bolanos-Garcia und Miguel, 2003). Die 
Autoren einer anderen Studie vermuteten, dass auch das N-terminale Ende an 
der Interaktion des ApoCIII mit Plasmalipiden beteiligt ist (Lins et al., 2002).
ApoCIII ist ein Hauptbestandteil der VLDL, kommt jedoch auch in HDL vor 
(Lavrentiadou et al., 1999). Es moduliert die Bindungseigenschaften von Lipo-
proteinen an Zellrezeptoren und wirkt somit auf den Stoffwechsel triglyzeridrei-
cher Lipoproteine (Brown und Baginsky, 1972; Krauss et al., 1973; Quarfordt et 
al., 1982; Shelburne et al., 1980; Windler et al., 1980).
ApoCIII hemmt die Aktivität der Lipoproteinlipase (LPL) in vitro und vermindert 
so die Hydrolyse triglyzeridreicher Lipoproteine (Krauss et al., 1973; Lambert et 
al., 1996; Wang et al., 1985).
Ferner hemmt ApoCIII die Interaktion triglyzeridreicher Lipoproteine mit dem 
LDL-Rezeptor in der Leber (Clavey et al., 1995; Shelburne et al., 1980; Windler 
und Havel, 1985). Es konnte gezeigt werden, dass eine fehlende ApoCIII-Ex-
pression die LPL-abhängige Aufnahme von Triglyzeriden in das Fettgewebe 
steigert, ohne jedoch die LPL-Expression zu beeinflussen (Duivenvoorden et al., 
2005).
Passend zu diesen Ergebnissen wurde in einem Mausmodell eine Assoziation 
zwischen Überexpression des ApoCIII-Gens und dem häufigeren Auftreten von 
Hypertriglyzeridämie (Ito et al., 1990) sowie in einer Studie mit ApoCIII-knock-
out-Mäusen ein Zusammenhang zwischen fehlendem ApoCIII und einer Hy-
potriglyzeridämie (Maeda et al., 1994) gefunden.
Auch Studien an gesunden (Shoulders et al., 1991) und hyperlipidämischen 
(Schonfeld et al., 1979) Probanden zeigten eine positive Korrelation von 
ApoCIII-Plasmakonzentration und Triglyzeridplasmaspiegel.
Die hepatische Transkription des ApoCIII-Gens wird durch verschiedene nukle-
äre Hormonrezeptoren reguliert, die mit dem proximalen sowie distalen ApoCIII 
Promoter interagieren. Durch verschiedene Studien konnte gezeigt werden, 
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dass der ApoCIII Promoter in der Lage ist, die Expression des ApoCIII-Gens zu 
stimulieren (de Silva et al., 1994; Ogami et al., 1990; Talianidis et al., 1995).
Dies wird in den folgenden Kapiteln weiter erläutert.
1.6.5.1 Der ApoCIII Promoter
Der ApoCIII Promoter besteht aus vier proximalen (A bis D) und sechs distal 
liegenden (E bis J) regulatorischen Elementen (Ogami et al., 1990). Die distal 
liegenden Elemente F bis J bilden den sogenannten ApoCIII Enhancer 
(Kardassis et al., 1997; Zannis et al., 2003). Für weitere Informationen über die 
Enhancerfunktion wird auf Kapitel 1.6.5.1.1 verwiesen.
Element B fungiert als HRE und kann unter anderem HNF-4, ARP-1, EAR-2, 
EAR-3 sowie Heterodimere aus zwei Molekülen des Retinoic X-Rezeptors ?
(RXR?) binden (Kardassis et al., 1997; Ladias et al., 1992; Lavrentiadou et al., 
1999; Talianidis et al., 1995). Die Elemente C und D können sowohl mit C/EBP-
verwandten, hitzestabilen als auch hitzelabilen Faktoren interagieren (Kardassis 
et al., 1997).
Artifiziell eingebrachte Mutationen im Bereich des Elements B führten zu dra-
matischen Aktivitätsverlusten des ApoCIII Promoters in HepG2- und CaCo-2-
Zellen (Kardassis et al., 1997; Ladias et al., 1992; Ogami et al., 1990; Talianidis 
et al., 1995).
Der ApoCIII Promoter enthält in diese Elemente überlappenden Bereichen drei 
Bindungsstellen für den aktivierenden Transkriptionsfaktor 2 (ATF-2). Eine die-
ser Bindungsstellen liegt im Element I des distalen ApoCIII Promoters, während 
die anderen beiden, D/E und B/C genannt, im Bereich des proximalen Promo-
ters liegen. Mutationen in den ATF-2-Bindungsdomänen D/E und dem distal 
gelegenen Element I verminderten die Promoteraktivität auf 33% und 9%, so 
dass daraus geschlossen werden kann, dass ATF-2 ein positiver Regulator der 
ApoCIII Promoteraktivität ist. (Hadzopoulou-Cladaras et al., 1998)
Für den transcriptional growth factor-Signalpfad konnte ebenfalls eine verstär-
kende Regulatorfunktion durch Interaktion von SMAD-Proteinen mit dem HNF-4 
nachgewiesen werden (Kardassis et al., 2000).
Mitglieder der Jun-Transkriptionsfaktorfamilie hingegen führten bei Vorhanden-
sein des gesamten proximalen und distalen ApoCIII Promoters zu einer Repres-
sion der Transkriptionsaktivität. Wurde hingegen der distale Anteil, also der 
ApoCIII Enhancer, entfernt, wurden die verbleibenden Bereiche durch Jun 
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transaktiviert. Daraus wurde geschlossen, dass die Jun-Transkriptionsfaktoren 
mit anderen Faktoren im Bereich des ApoCIII Enhancers interagieren und im 
Zusammenspiel mit diesen Faktoren die Transkription des gesamten Promoters 
vermindern. (Hadzopoulou-Cladaras et al., 1998)
In HepG2-Zellen ist auch Interleukin 1 in der Lage, die ApoCIII Genexpression 
zu vermindern. Eine Studie lieferte????????????????????????????????????????????
phosphoryliert und dieses bei Bindung an Element D des ApoCIII Promoters 
dessen Aktivität vermindert (Lacorte et al., 1997b). Auch andere Faktoren, wie 
der Tumornekrosefaktor ? (TNF?) reduzieren die ApoCIII Promoteraktivität 
(Lacorte et al., 1997a).
Die hier untersuchte ApoCIII Promotersequenz umfasste 226bp (Nukleotide 
11q:116700604 bis 11q:116700351, -251 bis -26 in Bezug auf den Transkripti-
onsstart, siehe Abbildung 10). In dieser Sequenz sind der Internetdatenbank 
Ensembl.org drei Polymorphismen bekannt 
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Sequence?g=ENSG0000011024
5;time=1265276479287.287 vom 06.12.2011).
Das A-Allel des -136AàG-Polymorphismus (rs12721091) kommt mit einer Fre-
quenz von 0,7 bis 2,1%, das G-Allel mit 99,3 bis 97,9% vor. Er wurde durch Ar-
beiten an etwa 400 Personen, unter anderem aus den PARC Rochester und 
Jackson Panels, validiert. (National Center for Biotechnology Information, 2011; 
Nickerson und Rieder, 2007)
Die -221Càdel-Mutation (rs13306209) wurde noch nicht validiert. Angaben 
über die Allelfrequenzen oder klinische Auswirkungen fehlen ebenfalls noch. 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=13306209 vom 
06.12.2011).
Rs113344456 (-97CàT) ist ebenfalls noch nicht validiert. Die Frequenzen für 
beide Allele werden mit 50% angegeben. Die klinische Signifikanz ist noch un-










Abbildung 10: Die in dieser Arbeit untersuchte Sequenz des proximalen ApoCIII Promo-
ters enthält drei vorbekannte Polymorphismen (durch Fett- und Kursivdruck gekenn-
zeichnet). Das in diesem Bereich liegende HRE ist grau hinterlegt und unterstrichen.
1.6.5.1.1 Der ApoCIII Enhancer
Der ApoCIII Enhancer erstreckt sich von den Positionen -795 bis -590 der in 
Abbildung 11 gezeigten Sequenz (Zannis et al., 2003). In dieser Arbeit wurde 
eine 340bp umfassende Sequenz von Nukleotid 11q:116700210 bis 
11q:116699819, -800 bis -471 in Bezug auf den Transkriptionsstart untersucht.









Abbildung 11: Die in dieser Arbeit untersuchte Sequenz des ApoCIII-Enhancers umfasste 
340bp. Die darin bisher bekannten Mutationen sind durch Fett- und Kursivdruck gekenn-
zeichnet. Die HRE sind grau hinterlegt und unterstrichen.
Der ApoCIII Enhancer verstärkt die Transkription aller Gene des ApoAI/CIII/AIV
-Clusters. Diese Hypothese wurde sowohl in vitro (Kardassis et al., 1997; 
Ktistaki et al., 1994; Talianidis et al., 1995) als auch in vivo (Georgopoulos et al., 
2000; Kan et al., 2000) bestätigt. So konnte für das jeweils untersuchte Gen 
eine 4- bis 24-fache Verstärkung der Transkriptionsaktivität durch das Promo-
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ter/ Enhancer-Konstrukt erzielt werden (Kardassis et al., 1997; Ogami et al., 
1990; Talianidis et al., 1995).
Die Expression des ApoAV-Gens wird durch den ApoCIII Enhancer nicht ver-
stärkt (Gao et al., 2005; Li et al., 2008).
Für die Expression des ApoCIII–Gens ist der Enhancer unentbehrlich, wie ein 
CAT-Assay mit in die Enhancersequenz eingebrachten Mutationen zeigte 
(Zannis et al., 2001). Wie in Kapitel 1.6.3.1 beschrieben, ist er in der Lage, eine 
Mutation im Bereich des ApoAI Promoters zu kompensieren, die die Bindung 
von C/EBP und anderen Faktoren vermindert, und kann die Transkription des 
ApoAI-Gens weiter aufrecht halten (Kardassis et al., 1997).
In Bezug auf das ApoAIV-Gen steuert der ApoCIII Enhancer die intestinale und 
hepatische Expression (Le Beyec et al., 1999).
Für diese Eigenschaft nutzt er Hormone Response Elements (HRE) auf dem 
jeweiligen zu verstärkenden Gen (Kardassis et al., 1997). Alle drei Gene des 
Clusters besitzen, wie in Kapitel 1.6.2 beschrieben, mindestens ein HRE. Der 
ApoCIII Enhancer verfügt über zwei HRE in den Elementen G und I4, drei soge-
nannte Specificity Protein 1- (SP1-) Bindungsdomänen in den Elementen F, H 
und I, sowie im Element G eine Bindungsdomäne für ApoAI Regulatory Protein
1 (ARP-1) und ErbA-Related Protein 3 (EAR-3) aus der Gruppe der Kernrezep-
toren (Lavrentiadou et al., 1999; Talianidis et al., 1995; Zannis et al., 2003).
Die Bindung mehrerer Specificity Proteins 1 (SP1) an ihre jeweilige Domäne
kann die regulatorische Wirkung des Hepatic Nuclear Factors-4 (HNF-4) an den 
HRE noch steigern (Talianidis et al., 1995). Mutationen in diesen Bindungsdo-
mänen können zu einem kritischen Abfall der Aktivität des ApoCIII Enhancers 
und des ApoCIII Promoters führen (Lavrentiadou et al., 1999; Ogami et al., 
1990; Talianidis et al., 1995). Beispielsweise konnte die Expression eines CAT-
Gens in Mäusen durch gezieltes Einbringen von Mutationen in die HRE-Se-
quenzen des ApoCIII Enhancers auf etwa zwei Prozent im Vergleich zur Ex-
pression in Wildtypmäusen reduziert werden (Zannis et al., 2003).
Auch die Expression des ApoAI-Gens wurde durch Mutationen in den HRE bzw. 
einer SP1-Bindungsdomäne des ApoCIII Enhancers dramatisch verringert


























Abbildung 12: Vergleich der Expression des ApoAI- und ApoCIII-Gens in Wildtypmäusen 
und Mäusen mit eingebrachten Mutanten im ApoCIII Enhancer. Die Expression beider 
Gene ist stark abhängig von der Funktionsfähigkeit des ApoCIII Enhancers, im Speziellen 
von der Funktionsfähigkeit der Hormone Response Elements des ApoCIII Enhancers 
(Zannis et al., 2003).
Die einzelnen Elemente des ApoCIII Enhancers und des proximalen ApoCIII 
Promoters wirken hierbei synergistisch (Kardassis et al., 2002). Um seine volle 
Wirkung entfalten zu können, müssen SP1 und HNF-4 simultan an die jeweili-
gen Bindungsdomänen des ApoCIII Enhancers binden (Kardassis et al., 1997; 
Kardassis et al., 2002).
Wahrscheinlich bilden dabei die HNF-4- und die SP1-Moleküle einen Komplex, 
der direkt oder indirekt über die TATA-Box des ApoCIII Enhancers mit einem
basalen Transkriptionskomplex interagiert und die Transkription des Zielgens 
aktiviert (Zannis et al., 2001).
Der ApoCIII Promoter und ApoCIII Enhancer potenzieren zudem ihre Wirksam-
keit bei gemeinsamer Aktivität (Kardassis et al., 2002; Zannis et al., 2003).
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Abbildung 13: Der ApoCIII Enhancer verstärkt die Wirkung aller regulatorischen Ab-
schnitte des ApoAI-CIII-AIV-Clusters.  Maßgeblich für diese Wirkung ist die Interaktion 
der HRE und SP1-Bindungs-Domänen der einzelnen Elemente miteinander. (cod = codie-
render Genabschnitt, HRE = Hormone Response Element, SP1 = Specificity Protein 1)
(Zannis et al., 2003)
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In den frühen 1990er Jahren wurden durch eine Untersuchung an Patienten mit 
Hypertriglyzeridämie fünf Polymorphismen im Bereich des ApoCIII Enhancers 
entdeckt, die in starkem Kopplungsungleichgewicht miteinander stehen und in 
dem in dieser Arbeit untersuchten Abschnitt liegen. Aus bestimmten Kombinati-
onen der einzelnen SNPs miteinander, ergeben sich zwei relativ häufige ver-
schiedene Haplotypen neben der Wildtypsequenz. (Dammerman et al., 1993)
Tabelle 1-3 zeigt die jeweilige Basenkonfiguration.
Tabelle 1-3: Häufige Haplotypen des ApoCIII Enhancers. Die einzelnen SNPs stehen in 
starkem Kopplungsungleichgewicht zueinander, so dass sich neben dem Wildtyp zwei 














1 (= Wildtyp) C G T C T
2 A A Deletion T C
3 A A Deletion C C
Rs2542052 kommt mit seinem A-Allel mit einer Frequenz von 36,7 bis 77,6%, 
mit seinem C-Allel mit einer Frequenz von 22,4 bis 63,3% vor. Er wurde duch 
Arbeiten mit den PARC Rochester und Jackson Panels, der Celera Donors- und 
KHP Korean-Population sowie mit den Genomen von James D. Watson und J. 
Craig Venter, das 1000Genome-Projekt und durch Allelfrequenzanalysen vali-
diert. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2542052 vom 
07.12.2011), (Dammerman et al., 1993)
Der rs10892037-SNP wurde in den PARC Rochester und Jackson Panels so-
wie der Celera Donors-Population an etwa 250 Personen nachgewiesen. Seine 
Allele kommen mit einer Frequenz von 54,2 bis 65,2% (A-Allel) bzw. 34,8 bis 
45,8% (G-Allel) vor. (Dammerman et al., 1993), 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10892037 vom 
07.12.2011)
Die Deletion an Position -625 (rs11568823) wurde durch Untersuchungen an 
der Celera Donors-Population und J. Craig Venters Genom validiert. Bei Pro-
banden mit Hypertriglyzeridämie kommt sie in 43% der Fälle vor, bei Personen 
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ohne Hypertriglyzeridämie in 42,3% der Fälle. (Dammerman et al., 1993), 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=11568823 vom 
07.12.2011)
Die Untersuchung der PARC Jackson und Rochester Panels, der Celera Do-
nors- und der R12 ISDP2-Populationen ergab für die rs2854117-Mutation Allel-
frequenzen von 25 bis 50% (A-Allel) bzw. 50 bis 75% (G-Allel). 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2854117 vom 
30.04.2013)
Arbeiten an den gleichen Populationen sowie dem Probanden der AK1-Popu-
lation erbrachten für den rs2854116-SNP eine Frequenz von 44,4 bis 75% für 
das A-Allel und 25 bis 55,6% für das G-Allel. Auch dieser Polymorphismus 
wurde zusätzlich per Genotypisierung durch das HapMap-Projekt validiert. 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2854116 vom 
07.12.2011)
Außer den in Tabelle 1-3 genannten, kennt die Ensembl.org-Datenbank noch 
eine weitere Mutation, -626TàGàdel (rs12721082)
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Sequence?g=ENSG0000011024
5;time=1265277112854.854 vom 07.12.2011). Die Frequenzen ihrer Allele wer-
den mit 55,6 bis 65,2% für die Deletion, 1,4% für das G-Allel und 34,8 bis 
43,1% für das T-Allel angegeben. Sie ist validiert durch Frequenz- und Cluster-
analysen. Die klinische Bedeutsamkeit ist noch unklar. 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=12721082 vom 
07.12.2011)
Die zwei SNPs -455TàC und -482CàT liegen in einem sogenannten Insulin 
Response Element (IRE) (Li et al., 1995), welches wichtig für die Expression 
des ApoCIII-Gens ist, da die ApoCIII-Transkription unter anderem durch Insulin 
gesteuert wird (Chen et al., 1994). Für diese Mutationen konnte eine Assozia-
tion mit erhöhten Apolipoprotein CIII- und Triglyzeridplasmaspiegeln (Li et al., 
1995; Olivieri et al., 2003), sowie einer Risikoerhöhung in Bezug auf die Ent-
wicklung einer KHK gefunden werden (Olivieri et al., 2002; Olivieri et al., 2003).
Der -455 TàC-Polymorphismus geht außerdem mit einem erhöhten Risiko für 
die Entwicklung des metabolischen Syndroms einher (Pollex et al., 2007). Bei 
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Patienten mit metabolischem Syndrom und dem -455C-Allel ist das Risiko für 
eine KHK deutlich erhöht (Olivieri et al., 2003).
Der -482-CàT-SNP ist mit verminderten HDL-Plasmaspiegeln assoziiert (Li et 
al., 2004). Dieser Zusammenhang der Polymorphismen mit Plasmalipidspiegeln 
konnte nicht in allen Studien bestätigt werden (Groenendijk et al., 1999; Shoul-
ders et al., 1996).
Die SNPs -482CàT und -625Tàdel stehen in Kopplungsungleichgewicht mit 
dem bereits vorbekannten Sst I-Polymorphismus und erhöhen bei paarweisem 
Vorkommen das Risiko für die Entwicklung einer Hypertriglyzeridämie 
(Dammerman et al., 1993).
Der Sst I-Polymorphismus beschreibt das sogenannte S2-Allel (3238CàG) in 
der nicht translatierten 3’-Region des ApoCIII-Gens und geht mit niedrigem 
HDL-, erhöhtem ApoCIII-Plasmaspiegel sowie geringerer LDL-Partikelgröße 
und erhöhtem Nüchtern-Insulinplasmaspiegel einher. Eine statistische Assozia-
tion mit dem häufigeren Auftreten einer KHK konnte trotz dieser Veränderungen 
nicht nachgewiesen werden. (Olivier et al., 2004; Russo et al., 2001)
Die Kombination des -455C- mit dem -625del-Allel führte in einer Studie an 336 
zufällig ausgewählten Probanden zu erhöhten LDL- und Cholesterolplasmakon-
zentrationen (Brown et al., 2003).
Kommen die -641CàA-, -630GàA- oder -625Tàdel-Mutation allein vor, haben 
sie keinen Effekt auf die Plasmalipidkonzentration (Surguchov et al., 1996).
Es wird also deutlich, wie wichtig die Funktionalität insbesondere des ApoCIII 
Enhancers aber auch der anderen genannten regulatorischen Elemente der 
Apolipoproteingene für die Expression dieser Gene und damit für die Synthese 
der dazugehörigen Lipoproteine sind. Ferner wird deutlich, dass bereits kleinere 
Mutationen schwerwiegende Folgen für die Expression haben können.
1.7 Gegenstand parallel durchgeführter Studien
Auch für andere Apolipoproteingene gibt es ähnlich wichtige regulatorische E-
lemente, so z.B. in Analogie zum ApoAI/CIII/AIV-Cluster einen Cluster für die 
Gene der Apolipoproteine E, CI, CII und CIV (Allan et al., 1995a; Myklebost und 
Rogne, 1988; Smit et al., 1988).
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Die Expression dieser Gene wird entscheidend durch die Aktivität zweier soge-
nannter Hepatic Control Regions (HCR1 und HCR2), sowie zweier Multiple En-
hancer (ME) bestimmt.
Die HCR sind etwa 600bp lange Abschnitte 15 bzw. 27kb in 3’-Richtung auf 
dem ApoE Gen (Allan et al., 1995b; Dang et al., 1995). HCR1 scheint eher auf 
die Expression des ApoE- und ApoCI-Gens zu wirken, während HCR2 eher 
einen Einfluss auf das ApoCIV- und ApoCII-Gen hat (Allan et al., 1997).
Die ME1 und ME2 befinden sich 3,3 und 15kb downstream des ApoE-Gens. Sie 
können unabhängig voneinander die ApoE-Genexpression in Makrophagen und 
Adipozyten beeinflussen. (Grehan et al., 2001; Shih et al., 2000)
Damit haben sie für den ApoE/CI/CIV/CII-Gencluster eine ebenso große Bedeu-
tung, wie die HRE für die Expression des ApoAI/CIII/AIV-Genclusters. Aus die-
sem Grund wurden sie in einer parallel durchgeführten Arbeit mit der gleichen 
Methodik untersucht, wie die in der vorliegenden Studie untersuchten Abschnit-
te.
Außerdem untersuchte die genannte Arbeit das Gen der Lipoproteinlipase auf 
Mutationen.
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2 Material und Methoden
2.1 Studiendesign
Zur Überprüfung der Fragestellung wurde zunächst ein Mutationsscreening an 
264 DNA-Proben der Marburger Präventionsallianz durchgeführt. Diese Proben 
waren bereits im Vorfeld in eine Fall- und eine Kontrollgruppe unterteilt worden, 
um im Anschluss an das Screening gegebenenfalls eine statistische Analyse in 
Form einer Fall-Kontroll-Studie durchführen zu können.
Frühere Arbeiten zeigten, dass bei fehlendem VLDL-Rezeptor und hochkalo-
rischer Ernährung, trotz hohen Triglyzeridplasmaspiegels, ein niedriges Körper-
gewicht bewahrt werden kann. Als Folge des niedrigen Körpergewichts kann 
auch eine Insulinresistenz gering gehalten werden. In der Kontrollgruppe, wel-
che über den VLDL-Rezeptor verfügte, wurde bei gleicher Ernährung ein deut-
lich höheres Körpergewicht erzielt, in dessen Folge auch die Insulinresistenz 
zunahm. (Goudriaan et al., 2001)
Diese Ergebnisse zeigten, dass der VLDL-Rezeptor bei Mäusen maßgeblich an 
der Entstehung des metabolischen Syndroms beteiligt zu sein scheint.
Zur Überprüfung dieser Ergebnisse auf die Übertragbarkeit auf Menschen wurde 
in einer vorhergehenden Arbeit von Soufi et al. eine Fall-Kontroll-Studie durch-
geführt, bei der nach Mutationen im Gen des VLDL-Rezeptors gefahndet wurde. 
In Anlehnung an die oben genannte Arbeit Goudriaans wurde die Fallgruppe 
aus Personen mit einem Triglyzeridspiegel über 150mg/dl bei einem BMI unter 
25kg/m2 gebildet, während die Kontrollgruppe aus Personen mit einer Triglyze-
ridkonzentration von unter 150mg/dl und einem BMI von unter 25kg/m2 bestand, 
wobei unsere Arbeitsgruppe neue, bislang nicht bekannte Defekte des VLDLR 
nachweisen konnte. (Soufi et al., 2007)
In der vorliegenden Arbeit sollte ebenfalls eine Fall-Kontroll-Studie durchgeführt
werden, für die die gleichen Aufnahmekriterien für die Fall- und Kontrollgruppe 
galten, wie in der oben genannten Arbeit von Soufi et al.
Mit diesen Kriterien wurde eine Studiengröße von 134 Fall- und 130 Kontroll-
proben erreicht.
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2.2 Statistische Methoden
Zur Bewertung der Ergebnisse und zur Überprüfung der aufgestellten Hypothe-
sen wurden zunächst die erfassten Merkmale der untersuchten Gruppen de-
skriptiv gegenübergestellt und auf statistisch signifikante Unterschiede unter-
sucht. Hierzu wurden die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen bzw. 
die relativen Häufigkeiten berechnet. Die statistische Signifikanz der Unter-
schiede wurde bei kontinuierlichen Variablen durch Ermittlung von Konfidenzin-
tervallen mittels eines zweiseitigen T-Tests überprüft. Bei kategorialen Variablen 
wurde die statistische Signifikanz der Unterschiede durch Ermittlung des 
p-Werts mittels Fishers exaktem Test überprüft.
Im Rahmen der Fall-Kontroll-Studie wurde zur Bewertung des Unterschieds in 
der Auftretenswahrscheinlichkeit von Mutationen zwischen der Fall- und der 
Kontrollgruppe mithilfe einer zweidimensionalen Kontingenztafel die Odds Ratio 
berechnet.
Die statistische Signifikanz der Ergebnisse der Fall-Kontroll-Studie wurde im 
Rahmen eines zweiseitigen Tests mit Fishers exaktem Test ermittelt.
????????????????-??????????????????????????????????????????????????????????r-
den. Alle Berechnungen wurden mit der Software Microsoft Excel durchgeführt.
2.3 Prinzip des Vorgehens
Zunächst wurde für diese Arbeit DNA aus EDTA-Blut von koronarangiographier-
ten Patienten der Marburger Präventionsallianz isoliert.
Aus der DNA wurden nun im Rahmen einer Multiplex- bzw. Nested Polymerase-
kettenreaktion (PCR) erste Fragmente amplifiziert, die jeweils ein bis zwei der 
zu untersuchenden Genabschnitte umfassten. In einem zweiten Schritt wurden 
die jeweiligen regulatorischen Elemente aus diesen ersten PCR-Produkten mit-
hilfe einer weiteren PCR amplifiziert.
Zur Überprüfung der Ergebnisse der PCRs wurde jeweils eine Elektrophorese 
durchgeführt, bei der die Größe der PCR-Produkte mit einem vordefinierten 
PCR-Marker verglichen wurde. Nach erfolgreicher Amplifizierung wurden die 
einzelnen DNA-Proben durch eine Denaturierende Gradientengelelektrophorese 
(DGGE) separiert.
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Unterschieden sich hier einzelne Amplifikate von den anderen, wurde in einem 
Sequenzierungsverfahren die genaue DNA-Sequenz ermittelt und mit der Wild-
typsequenz verglichen.
2.4 Verwendete Geräte, Chemikalien, Software
Die Tabellen 2-1 bis 2-3 zeigen Aufstellungen der verwendeten Chemikalien, 
Geräte, Software und Internetressourcen.
Tabelle 2-1: Übersicht über verwendete Chemikalien und Kits in alphabetischer 
Reihenfolge
Chemikalie Hersteller, Sitz
Acrylamid (Rotiphorese® Gel 40 
(37,5:1))
Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland
Agarose (Certified Molecular Biology 
Agarose)
Fa. Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercu-
les, USA
Ammoniumperoxidsulfat Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Betaine 5M Fa. ICN Biomedicals; MP Biomedicals 
Europe, Illkirch, Frankreich
Bromphenolblau Fa. Riedel-de Haën®, Honeywell Spe-




Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat Titrier-
komplex, MW=372,24
Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland
Essigsäure 100%, wasserfrei Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Fortsetzung der Tabelle auf der nächsten Seite
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Chemikalie Hersteller, Sitz
Ethanol absolute Fa. Riedel-de Haën®, Honeywell Spe-
cialty Chemicals Seelze GmbH, Seel-
ze, Deutschland
Ethanol vergällt (Sorte: 642) Fa. Stockmeier Chemie Dillenburg, 
Dillenburg, Deutschland
Ethidiumbromid Fa. Sigma-Aldrich Chemie Holding 
GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Formamid deionisiert Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland
Glycerol (etwa 87%) Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Glycerol (UltraPure™) Fa. Invitrogen, Carlsbad, California, 
USA
Guanidiniumthiocyanat Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Harnstoff, ???????????? Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland
Isopropanol (2-Propanol p.A.) Fa. Acros Organics, New Jersey, USA
Lithium-Chlorid Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
100 mM dNTP Set mit dATP, dCTP, 
dGTP und dTTP
Fa. Invitrogen, Carlsbad, California, 
USA
PCR-Marker (BenchTop PCR Mark-
ers)
Fa. Promega GmbH, Mannheim, 
Deutschland
Fortsetzung der Tabelle auf der nächsten Seite
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Chemikalie Hersteller, Sitz
Phenol (Roti®-Phenol: äquilibriertes 
mit TE-Puffer überschichtetes Phenol 
(pH 8,0))
Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland
Polymerase (Platinum® Taq DNA Po-
lymerase + 10x PCR Puffer, 50mM 
MgCl2)
Fa. Invitrogen, Carlsbad, California, 
USA
Qiaex II Gel Extraction Kit (150) Fa. Qiagen, Hilden,Deutschland
Salzsäure, 37%, rauchend, LabGrade 
ACS
Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
SDS Dodecylsulfat-Natrium-Salz Fa. SERVA Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg, Deutschland
Bayer silicone Fa. Bayer AG, Leverkusen, Deutsch-
land
Temed Fa. Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercu-
les, USA
Tris Pufferan® ?????? ??????
Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethanhydrochlorid, Tris-HCl
Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland
Triton X-100 Fa. SERVA Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg, Deutschland
Wasser, steril (Wasser Chromanorm 
für die HPLC)
Fa. VWR International GmbH, Wien 
Österreich
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Protean® II xi 2-D 
cell
Fa. Bio-Rad Laboratories, Inc., 
Hercules, California, USA




Mini-Sub Cell GT 
System, with 7 x 10 
cm tray
Fa. Bio-Rad Laboratories, Inc., 
Hercules, California, USA
Faltenfilter ehemals Fa. Schleicher & Schüll, 
jetzt Fa. Whatman, Maidstone, 
England 
Filterpapier Filter Papper Fa. Munktell Filter AB, Falun, 
Schweden
Kanülen BD Microlance 3 Fa. Becton Dickinson, Franklin 
Lakes, New Jersey, USA
Magnetrührer RH basic KT/C 
IKAMAG® safety 
control
Fa. IKA®-Werke GmbH & CO. KG, 
Staufen, Deutschland
Magnetrührer Heidolph MR 2002 Fa. Heidolph Instruments GmbH & 
Co.KG, Schwabach, Deutschland
Fortsetzung der Tabelle auf der nächsten Seite
Material und Methoden – 2
61
Fortsetzung von Seite 60
Gerät Fabrikat Hersteller
Mikrowelle Fa. Sharp Electronics (Europe) 
GmbH, Hamburg, Deutschland
Parafilm PARAFILM® M 
Verschlussfolie
Fa. Brand GmbH & Co. KG, Wert-
heim, Deutschland
PCR-plates Fa. Biozym Scientific GmbH, Hes-
sisch Oldendorf, Deutschland
pH-Meter pH-Meter 761 Cali-
matic
Fa. Knick Elektronische Messgerä-










NDP Pump Range 
35/3





Pump -- Medium 
Flow 0.4 to 85.0 
ml/minute














Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutsch-
land
Fortsetzung der Tabelle auf der nächsten Seite
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Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutsch-
land
Rüttler Reax2000 Fa. Heidolph Instruments GmbH &
Co. KG, Schwabach, Deutschland
Sandwich clamps PROTEAN II Sand-
wich Clamps, 16 cm 
set
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercu-
les, California, USA





Model 1810 100µl 
Pst2
Fa. Mplus GmbH, Bremen, 
Deutschland
Spritzenfilter Minisart® 0,2µm 
Syringe Filter Hol-
ders









Power Pac 3000 Fa. Bio-Rad Laboratories, Inc., 
Hercules, California, USA
Thermocycler MJ Research PTC-
200
Fa. Global Medical Instrumentation, 
Inc., Minnesota, USA
Fortsetzung der Tabelle auf der nächsten Seite
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Gerät Fabrikat Hersteller
Thermometer ama-digit ad 14th Fa. Amarell GmbH & Co. KG, 
Kreuzwertheim, Deutschland
Thermostat 2219 MultitempII 
Thermostatic Circu-
lator




Fa. Stratagene, La Jolla, California, 
USA
Waage SBC 51 Fa. Scaltec Instruments GmbH, 
Göttingen, Deutschland




Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutsch-
land




Bio-CaptMW Fa. Vilber Lourmat Deutschland 
GmbH, Eberhardzell, Deutschland
BioEdit Fa. Ibis Biosciences, Carlsbad, Ca-
lifornia, USA
WinMelt Fa. Bio-Rad Laboratories, Inc., 
Hercules, California, USA
Fortsetzung der Tabelle auf der nächsten Seite
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2.5 Die Marburger Präventionsallianz
Die DNA für die Untersuchungen stammte von 264 ausgewählten Patienten der 
„Marburger Präventionsallianz“. Hierbei handelt es sich um eine Datenbank zur 
Erfassung von Risikofaktoren einer koronaren Herzkrankheit mit den Daten von 
circa 5000 Patienten, bei denen am Universitätsklinikum Gießen und Marburg, 
Standort Marburg, eine Herzkatheteruntersuchung durchgeführt worden ist. Die 
erfassten Daten beinhalten Angaben wie Alter und Geschlecht der Patienten, 
gesamt-Cholesterin-, HDL-, LDL-, Triglyzeridplasmaspiegel, BMI und eine Un-
terscheidung zwischen Patienten mit und ohne KHK bzw. Myokardinfarkt, sowie 
Rauchern und Nichtrauchern (Schaefer et al., 2000).
Ein Votum zur Durchführung von Studien mit diesem Kollektiv, welches auf
der Basis der Helsinki-Deklaration von 1975 in der revidierten Form von 1996 
beruht, wurde durch die Ethikkomission der Philipps-Universität-Marburg (Ak-
tenzeichen Studie: 10/03) erteilt. Alle in dieses Register eingeschlossenen Pati-
enten haben der Teilnahme zugestimmt.
2.6 Isolierung von DNA aus Vollblut
Für die DNA-Isolierung wurden 200µl EDTA-Vollblut in ein 2,0ml Reaktionsge-
fäß übertragen. Diese wurden unter einem Abzug mit 600µl DNA-Isolations-
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lösung (siehe Tabelle 2-4) versetzt und circa zehn Sekunden lang auf einem 
Rüttler vermischt.
Anschließend erfolgte eine Zentrifugierung mit 13000rpm über zwei Minuten. 
Der die DNA enthaltende wässrige Überstand wurde abpipettiert und in ein neu-
es 2ml-Reaktionsgefäß gegeben. Der im ersten Reaktionsgefäß enthaltene Un-
terstand wurde verworfen.
Anschließend  erfolgte die Zugabe von 750µl Isopropanol nach vorsichtigem
Vermischen durch Umkippung des Reaktionsgefäßes.
Die entstandene Emulsion wurde bei 13000rpm für zwei Minuten zentrifugiert 
und der nun erzeugte Überstand vorsichtig mit einer Wasserstrahlpumpe unter 
Belassung des abzentrifugierten DNA-Pellets entfernt. Zur Reinigung wurde das 
Pellet mit 1250µl 70%-igem Ethanol (siehe unten) versetzt und kurz zentrifugiert.
Der Überstand wurde wieder unter Belassung des Pellets mit einer Wasser-
strahlpumpe entfernt und das so isolierte DNA-Pellet an der Luft getrocknet.
Anschließend wurde das Pellet in 350µl sterilem Aqua dest. aufgenommen. Es 
ergab sich eine DNA-Konzentration von 2ng/µl.
Nach Durchmischung auf dem Rüttler wurde die DNA bei -20°C aufbewahrt.
Tabelle 2-4: Zusammensetzung der DNA-Isolationslösung
Reagenz Menge
DNA-Isolations-Stammlösung (s. Tabelle 2-5) 300ml
Phenol (Roti®-Phenol) 100ml




3M Harnstoff, ???????????? 72,00g
30mM Tris Pufferan® ?????? ?????? 1,44g
0,5M EDTA-Lösung, pH 8,0 2,232g
SDS Dodecylsulfat-Natriumsalz 2,00g
Triton X-100 800µl
Wasser, steril ad 200ml
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Zur Herstellung der DNA-Isolationsstammlösung wurden die Zutaten unter dem 
Abzug zusammengegeben und die Lösung mit einem Magnetrührer über Nacht 
durchmischt, anschließend mit einem Papierfilter filtriert und danach bei 25°C 
Raumtemperatur in einer durchsichtigen Glasflasche gelagert.
Die Herstellung des 70%-Ethanols erfolgte durch Zugabe von 210ml Ethanol 
absolute zu 90ml Aqua dest.
Zur Herstellung der 0,5M EDTA-Lösung (pH 8,0) wurde EDTA-Titrierkomplex 
auf einem Magnetrührer in Wasser gelöst und anschließend mit Salzsäure auf 
einen pH-Wert von 8,0 titriert. Der pH-Wert wurde mit einem pH-Meter gemes-
sen. Tabelle 2-6 zeigt das genaue Rezept zur Herstellung der EDTA-Lösung.
Tabelle 2-6: Rezept zur Herstellung der 0,5M EDTA-Lösung mit pH 8,0
Chemikalie Menge
EDTA-Titrierkomplex (MW = 372,24) 93,06g
Aqua dest. ad 500ml
Salzsäure, 37%, rauchend, LabGrade ACS bis pH 8,0
2.7 Amplifizierung der Proben mithilfe der Polymerasekettenreak-
tion (PCR)
Die Vervielfältigung der zu untersuchenden regulatorischen Elemente erfolgte 
durch die Polymerasekettenreaktion (PCR). Bei diesem Verfahren wird mithilfe
einer hitzestabilen Polymerase (Taq Polymerase) und zweier Oligonukleotid-
Primer ein durch die Primer bestimmter DNA-Abschnitt exponentiell vermehrt 
(Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1988).
Die verwendeten Primer wurden auf Basis der in der Gendatenbank Ensembl 
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/index.html) erhältlichen Gensequenzen 
für die zu untersuchenden Fragmente entworfen und bei der Firma Invitrogen 
(Carlsbad, California, USA) erworben.
Zur Optimierung der Sensitivität der nachfolgenden DGGE wurden die Primer 
für die zweite PCR mit einer GC-reichen Sequenz, einer sogenannten „gc-
clamp“, versehen. Tabelle 2-7 zeigt die Sequenzen der verwendeten Primer.
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Tabelle 2-7: Übersicht über die entworfenen Primersequenzen
Primer upstream 3’-5’-Primer downstream 5’-3’-Primer
Multiplex- bzw. nested PCR-Primer
ApoA1 Promoter 5’-agtctctaagcagccagctc-3’ 5’-tggaatgctggtggtggggga-
3’
ApoA4  Promoter 5’-cggccttcaggaacatcctg-3’ 5’-ctatgctgtctgcagtcctg-3’






Primer für DGGE-target-Sequenzen (GC-Clamps in eckigen Klammern)
























Zur Herstellung der Primer-Stocklösung wurden die crude Oligonukleotide mit 
sterilem Wasser auf eine Primerkonzentration von 100pmol/µl verdünnt und bei 
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-20°C aufbewahrt. Als Primerstock für die PCR wurden jeweils 10µl des 
upstream und downstream Primers zusammengegeben und mit 680µl sterilem 
Wasser versetzt. Diese Mischung diente als sogenannte working solution. Sie 
enthielt jeweils 5pmol aller korrespondierenden Primerpaare für die zu amplifi-
zierende Targetsequenz. Alle Angaben über die verwendeten Primermengen 
beziehen sich auf diese Lösung.
Die Oligonukleotide wurden mit Taq Polymerase, 10xPCR Puffer (200 mM Tris-
HCl (pH 8.4), 500 mM KCl), 50mM MgCl2, deoxy-Nukleosidtriphosphaten, Aqua 
dest. und Kombinationen von Dimethylsulfoxid (DMSO), Betaine und Glycerol
versetzt.
Zur Justierung der Versuchsbedingungen wurden zunächst Test-PCRs durchge-
führt, um die für ein optimales Versuchsergebnis nötigen Bedingungen zu identi-
fizieren. Näheres hierzu erläutert Kapitel 3.1 auf Seite 80.
Die ersten Fragmente des ApoAI Promoters, des ApoAIV Promoters, sowie des 
ApoCIII Enhancers wurden durch eine Multiplex-PCR erzeugt, welche, wie alle 
anderen PCRs, 5µl Primer je PCR enthielt. Hierbei wurden jedoch 5µl Primer-
Mix verwendet, der zu gleichen Teilen das jeweilige Primerpaar 1 für die ge-
nannten Fragmente enthielt.
Für den ApoCIII Promoter wurde die PCR mit 5µl ApoCIII Promoter-Primerpaar 
1 durchgeführt.
Näheres zu den Oligonukleotiden und Primerpaaren siehe auch Kapitel 3.3.1.
Zum Ansatz für die erste PCR wurden 5µl der isolierten DNA (2ng/µl) als 
Template verwendet. Nach Abschluss der ersten Multiplex-PCR-Amplifikation 
wurde der gesamte Reaktionsansatz mit 150µl Aqua dest. versetzt, gemischt 
und bei -20°C aufbewahrt. Diese Lösung diente als Stock-Template für die 
nested-PCR-Amplifikation zur Generierung der individuellen PCR-Fragmente, 
die mittels DGGE-Analyse im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden.
Für die nested PCR-Reaktionen, die der Synthese der zu untersuchenden Ziel-
sequenzen und der Einführung der GC-Clamps in diese Sequenzen diente, 
wurden jeweils 5µl des Stock-Templates eingesetzt. Diese wurden mit Taq Po-
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lymerase, 10xPCR Puffer (200 mM Tris-HCl (pH 8.4), 500 mM KCl), 50mM 
MgCl2, deoxy-Nukleosidtriphosphaten, sterilem Aqua dest. und 5µl des Primer-
paars 2 versetzt. Durch die Verwendung der mit der GC-reichen Sequenz ver-
sehenen Primer (Primerpaar 2) wurde diese GC-clamp an die amplifizierten Se-
quenzen angehängt.
Die PCR- Reaktionen erfolgten in einem Thermocylcer. Zunächst erfolgte eine 
initiale Denaturierung über fünf Minuten bei 94°C, gefolgt von 45 Zyklen mit je 
20 Sekunden Denaturierung bei 94°C (Denaturierungsphase), 30 Sekunden bei 
56°C (Annealing-Phase oder Anlagerungsphase) und drei Minuten bei 72°C 
(Polymerisationsphase). Das Programm schloss mit einer Abkühlungsphase von 
fünf Minuten bei einer Temperatur von 20°C. Dieser Ablauf war für alle PCRs 
gleich.
Nach Ende der zweiten PCR wurden in jedes Tube 25µl Ladepuffer für die fol-
genden Elektrophoresen gegeben. Tabelle 2-8 zeigt das Rezept zur Herstellung 
des Ladepuffers.
Tabelle 2-8: Rezept zur Herstellung des Ladepuffers
Chemikalie Menge
Bromphenolblau 0,5ml
Glycerol, etwa 87% 8,0ml
Aqua dest. 2,5ml
2.8 Agarosegelelektrophorese zur Auftrennung der PCR-Produkte
Zur Überprüfung der PCRs wurde nach jedem Reaktionslauf eine Gelelektro-
phorese in 2%-Agarosegel mit einem vordefinierten PCR-Marker zum Vergleich 
mit stichprobenartig ausgewählten PCR-Proben durchgeführt.
Für die Herstellung des Agarosegels wurden 0,6g Agarose in einen Messkolben 
gegeben und mit Aqua dest. auf 30ml aufgefüllt. Diese Mischung wurde in einer 
Mikrowelle mehrfach aufgekocht.
Nach Abkühlen auf Handwärme erfolgten die Zugabe von 2µl Ethidiumbromid
(10mg Ethidiumbromid/ 1ml Aqua dest.), das Vermischen der Suspension, das 
Material und Methoden – 2
70
Umfüllen in die Gelform (Tray), das Einsetzen der Kämme und das Abkühlen bis 
zur vollständigen Gelierung über circa 30 Minuten.
Die Gelform wurde in die zum Mini-Sub Cell GT System gehörige Elektrophore-
sekammer eingehängt, welche mit 1x TAE-Puffer aufgefüllt wurde. Die Tabellen 
2-9 und 2-10 zeigen die Rezepte zur Herstellung des TAE-Puffers.
Tabelle 2-9: Rezept zur Herstellung des 50x TAE-Puffers
Chemikalie Menge
TrisHCl (2M) (g) 242
100% Essigsäure (ml) 57,1
0,5M EDTA, pH 8,0 (ml) 100
Aqua dest. (ml) ad 1000
Tabelle 2-10: Rezept zur Herstellung des 1x TAE-Puffers
Chemikalie Menge
50x TAE-Puffer (ml) 20
Aqua dest. (ml) ad 1000
Um die generelle Funktionsfähigkeit der entworfenen PCR-Bedingungen zu 
überprüfen, wurden dann acht Proben stichprobenartig ausgewählt und jeweils 
8µl der PCR-Produkt/ Ladepuffer-Mischung auf das Gel aufgetragen. Zusätzlich 
wurden auf jedes Gel 4µl DNA-Längenstandard (PCR-Marker) mit 4µl Ladepuf-
fer aufgetragen.
Die Elektrophorese erfolgte bei 70V über 30 Minuten.
Die Elektrophoresen wurden unter UV-Licht mithilfe eines Transilluminators und 
der BioCaptMW–Software ausgewertet und als JPEG-Datei per Computer do-
kumentiert.
Die durchgeführten Reaktionen galten als erfolgreich, wenn Banden in der ent-
sprechenden Größe des gesuchten Fragments im Vergleich mit den Banden 
des vordefinierten PCR-Markers gefunden wurden.
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2.9 Denaturierende Gradientengelelektrophorese (DGGE)
Die denaturierende Gradientengelelektrophorese (DGGE) ist ein Verfahren zur 
Detektion von Mutationen in DNA-Molekülen. Für diese Arbeit fiel die Wahl auf 
dieses Verfahren, da mit einer Sensitivität von etwa 95% (Myers et al., 1985a; 
Sheffield et al., 1989) die höchstmögliche Trefferquote bei der Suche nach Mu-
tationen erzielt werden kann.
Alternative Verfahren, wie zum Beispiel die Single Strand Conformation Poly-
morphism (SSCP), Heteroduplex-Analyse oder Chemical Mismatch Cleavage 
(CMC) sind aufwendiger oder weniger sensitiv (Cai und Touitou, 1993; Cotton et 
al., 1988; Hayashi, 1992; Highsmith et al., 1999; Kozlowski und Krzyzosiak, 
2001; Palais et al., 2005; Sheffield et al., 1993; Winter et al., 1985; Ziemssen et 
al., 2001).
Bei einer DGGE wird eine Elektrophorese mit DNA-Doppelsträngen in einem 
Polyacrylamidgel mit einem linear ansteigenden Denaturanskonzentrationsgra-
dienten durchgeführt. 
Die Konzentration an Denaturans steht dabei in einem linearen Zusammenhang 
mit einer bestimmten Temperatur Tm, bei der die dem DNA-Fragment eigenen 
Schmelzdomänen aufschmelzen (Fischer und Lerman, 1979) und dadurch zu 
einem abrupten Abstoppen der Wanderung („mobility shift“) des DNA-Strangs 
im Elektrophoresegel führen. Schmelzdomänen sind dabei Abschnitte der DNA, 
die bei derselben Temperatur Tm aufschmelzen.
Domänen mit einem niedrigeren Schmelzpunkt werden dabei vor solchen mit 
höherem Schmelzpunkt aus der Doppelstrangkonfiguration geführt (Sheffield et 
al., 1989). Dies hat wiederum zur Folge, dass bei Vorhandensein mehrerer 
Schmelzdomänen nur diejenige mit dem jeweils niedrigsten Schmelzpunkt ein 
Abstoppen des DNA-Strangs bewirkt. Durch die Konfigurationsänderung in die-
ser Domäne erreichen diejenigen mit höherem Schmelzpunkt keine ausreichen-
de Denaturanskonzentration mehr, um aufzuschmelzen. Daraus folgt, dass nur 
solche Mutationen gefunden werden können, die außerhalb der Schmelzdomä-
ne mit dem höchsten Schmelzpunkt liegen (Gille et al., 1998; Myers et al., 
1985b; Myers et al., 1985a).
Diese Schmelztemperatur Tm liegt erfahrungsgemäß bei etwa 68 bis 84°C.
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Im Experiment kann diese Temperatur erreicht werden, in dem der Elektropho-
resepuffer auf etwa 60°C erwärmt wird. Die fehlende Temperaturdifferenz wird 
durch das verwendete Denaturans erreicht. Dabei entsprechen 3% Denatu-
ranskonzentration etwa 1°C. Die Temperatur nimmt durch den Denaturansgra-
dienten im Gel somit von oben nach unten zu.
Das Abstoppen der Moleküle ist allerdings in erster Linie von der Basensequenz 
des untersuchten Moleküls und erst nachrangig von der Temperatur Tm abhän-
gig (Fischer und Lerman, 1979; Lerman et al., 1984).
Im Vergleich zu DNA-Fragmenten ohne Mutation, die auf dem gleichen Gel auf-
getragen werden, stoppen mutierte DNA-Stränge an einer anderen Position in-
nerhalb des Gels, da Variationen der Basensequenz die Interaktion mit dem 
verwendeten Denaturans verändern. Dadurch schmelzen Abschnitte mit Poly-
morphismus bei einer anderen Denaturanskonzentration und damit an einer an-
deren Position im Gradientengel auf. (Sheffield et al., 1989) So ist es möglich, 
mutierte von nicht mutierten DNA-Molekülen zu unterscheiden.
Derjenige Abschnitt, welcher einen sogenannten mismatch enthält, eine falsche 
Basenpaarung, also zum Beispiel auch eine zu detektierende Mutation, wird 
Heteroduplex genannt. Heteroduplexe sind also komplementäre Einzelstränge, 
die eine leicht unterschiedliche Basenabfolge aufweisen. Dies kann, wie oben 
beschrieben, dazu führen, dass die Konformation des Doppelstrangs verändert 
und der Strang dadurch destabilisiert wird. Dies führt wiederum dazu, dass der 
Schmelzpunkt der Heteroduplexbande bei einer geringeren Temperatur liegt.
Heteroduplexe wandern in der DGGE stets langsamer als die korrespondieren-
den Homoduplexe (Nagamine et al., 1989a; Sheffield et al., 1989).
Mit der DGGE kann bereits der Austausch nur einer Base in der DNA-Sequenz 
(Collins und Myers, 1987) sowie die Methylierung eines einzelnen Basenpaars 
(Myers et al., 1985a) nachgewiesen werden.
2.9.1 Tray-Aufbau
Für die Elektrophorese wurde das System PROTEAN II xi 2-D Cell der Firma 
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, California, USA, verwendet. 
Zur Vorbereitung des Elektrophorese-Aufbaus wurden die Spacer und Glasplat-
ten zunächst mit handelsüblichem Spülmittel und Leitungswasser sowie mit 
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Ethanol gereinigt. Die Spacer wurden mit Aqua dest. angefeuchtet und zwischen 
die Glasplatten gelegt. Dieser Aufbau wurde mit sogenannten Sandwich-Clamps 
stabilisiert und in der zu dem System gehörenden Halterung mit Aqua dest. auf 
Dichtigkeit geprüft.
Nach bestandener Dichtigkeitsprüfung erfolgte das Trocknen des Aufbaus mit-
hilfe von Filterpapieren.
2.9.2 Herstellung der Gellösungen
Als Denaturans wurde für diese Arbeit ein Harnstoff-Formamid-Gradient ver-
wendet.
Für die Herstellung eines Gels mit einem Denaturansgradienten wurden zwei 
verschiedene Lösungen mit je einmal der höchsten und einmal der niedrigsten 
zu erreichenden Denaturanskonzentration hergestellt, für ein Gel mit einem De-
naturansgradienten von beispielsweise 0% bis 80% also eine Lösung mit 0% 
und eine mit 80%iger Denaturanskonzentration.
Hierfür wurde Harnstoff grammgenau abgewogen und mit Formamid, Acrylamid 
und 50xTAE-Puffer nach dem jeweiligen Rezept zusammengegeben, auf die 
gewünschte Menge mit sterilem Aqua dest. aufgefüllt und auf einem Magnetrüh-
rer verrührt, bis sich eine klare Flüssigkeit gebildet hatte.
Bei 0%iger Lösung wurde der Ansatz ohne Harnstoff und Formamid hergestellt.
Danach erfolgte die Filtrierung der Lösung mithilfe einer 50ml-Spritze mit aufge-
setztem 0,2µm-Spritzenfilter.
Nach abgeschlossener Filtrierung wurden die Lösungen mit Parafilm abgedeckt 
und bei Raumtemperatur in durchsichtigen Glasbehältern bis zu maximal vier 
Wochen gelagert.
Die Rezepte zur Herstellung der verwendeten Gellösungen zeigen die Tabellen 
2-11 bis 2-14. Alle getesteten Rezepte für die Gellösungen sind in Tabelle 8-3
im Anhang aufgeführt.
Die Zusammensetzung des 50x TAE-Puffers ist in Tabelle 2-9 in Kapitel 2.8
dargestellt.
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Acrylamid (Rotiphorese® Gel 40 (37,5:1)) (ml) 15
50x TAE-Puffer (ml) 2
Formamid deionisiert (ml) 24
Glycerol (UltraPure™) (ml) 10
Aqua dest. (ml) ad 100




Acrylamid (Rotiphorese® Gel 40 (37,5:1)) (ml) 25
50x TAE-Puffer (ml) 2
Formamid deionisiert (ml) 28
Glycerol (UltraPure™) (ml) 10
Aqua dest. (ml) ad 100




Acrylamid (Rotiphorese® Gel 40 (37,5:1)) (ml) 15
50x TAE-Puffer (ml) 2
Formamid deionisiert (ml) --
Glycerol (UltraPure™) (ml) 10
Aqua dest. (ml) ad 100
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Acrylamid (Rotiphorese® Gel 40 (37,5:1)) (ml) 25
50x TAE-Puffer (ml) 2
Formamid deionisiert (ml) 32
Glycerol (UltraPure™) (ml) 10
Aqua dest. (ml) ad 100
2.9.3 Herstellung der Gradientengele
Die Vorrichtung zur Herstellung der DGGE-Gele war eine Eigenkonstruktion und 
bestand aus einem Gradientenmischer auf einem Magnetrührer, aus dem die 
vermischten Gellösungen durch eine peristaltische Pumpe über je eine Kanüle 
in die Gel-Trays geleitet wurden.
Zunächst wurde mit einer Einmalpipette der Verbindungsschlauch zwischen den 
Gefäßen des Gradientenmischers mit der Gellösung mit höherer Denaturans-
konzentration befüllt und mit einer Klemme mittig verschlossen.
Es wurden dann jeweils 30ml der beiden Gellösungen in je ein neues Behältnis 
abgefüllt und zu jeder Lösung 200µl 10%ige Ammoniumperoxidsulfat-(APS-) 
Lösung (Rezept zur Herstellung siehe Tabelle 2-15) und 20µl Temed hinzuge-
geben. Die Gemische wurden geschüttelt und die Gellösung mit niedrigerer De-
naturanskonzentration in das hintere Gefäß, die höher konzentrierte Lösung in 
das vordere Gefäß gefüllt.
Nach Anschalten des Magnetrührers und der Pumpe wurde so der höher kon-
zentrierten Gellösung niedrig konzentrierte Lösung beigemischt, so dass im Tray 
ein Gradient mit von unten nach oben abnehmender Konzentration entstand.
Die Gele wurden bis etwa 1 bis 1,5cm unter den Rand gegossen, die Kanülen 
entfernt und das Gefäß-Schlauch-System mit Aqua dest. gut durchspült.
Bis zur vollständigen Aushärtung musste etwa eine halbe Stunde gewartet wer-
den. Der wässrige Überstand wurde dann abgegossen und der Rest mit Filter-
papier abgesaugt.
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In den verbleibenden Freiraum wurde ein zwölfprozentiges Stackinggel gegos-
sen, in dem die Taschen für das spätere Auftragen der Proben durch Einsetzen 
eines Kamms gebildet wurden.
Dafür wurden für 2 Gele 5ml Stacking-Lösung (Rezept siehe Tabelle 2-16) mit 
50µl 10%-APS-Lösung und 5µl Temed versetzt und geschüttelt.
Mit dieser Lösung wurden die Trays mit den ausgehärteten Gelen mithilfe einer 
Einmalpipette abschließend befüllt und die zuvor mit Ethanol gereinigten Käm-
me eingesetzt. Nach etwa 20 bis 30 Minuten war die Polymerisation abge-
schlossen.
Die Gele konnten mit handelsüblicher Haushaltsfolie abgedeckt bis zu einer 
Woche im Kühlschrank bei 4°C aufbewahrt werden.
Tabelle 2-15: Rezept zur Herstellung der 10%-Ammoniumperoxidsulfat-Lösung
Chemikalie Menge
Ammoniumperoxidsulfat (g) 1
Aqua dest. (ml) ad 10
Tabelle 2-16: Rezept zur Herstellung der zwölfprozentigen Stacking-Lösung
Chemikalie Menge
Acrylamid (Rotiphorese® Gel 40 (37,5:1)) (ml) 15
50x TAE-Puffer (ml) 1
Glycerol (UltraPure™) (ml) 5
Aqua dest. (ml) ad 50
2.9.4 Durchführung der DGGE
Die Elektrophoresekammer des o.g. DGGE-Systems PROTEAN II xi wurde mit 
einer Pumpe (Pumpe 1, s. Abbildung 14, Seite 77) und einer Glasspirale ver-
bunden, so dass ein geschlossener Kreislauf geschaffen wurde. 
Die Kammer wurde nun mit 5L 1x TAE-Puffer (s. Tab. 2-10) befüllt. Ein mit 
Aqua dest. befüllter Thermostat erhitzte den durch die Glasspirale laufenden 
Puffer auf 50°C. 
Die Puffertemperatur wurde mit einem Thermometer kontrolliert und etwa eine 
halbe Stunde nach Einschalten des Thermostats erreicht.
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Während dieser Zeit wurden die Geltrays in die dazugehörige Halterung einge-
spannt und die Konstruktion mit Aqua dest. auf Dichtigkeit geprüft. Notfalls wur-
den Leckagen mit Siliconpaste verschlossen. Die Konstruktion wurde mit 1x 
TAE-Puffer befüllt, bis die Elektroden mit Flüssigkeit benetzt waren. Nach Ent-
fernung aller Luftblasen wurden die zu untersuchenden Proben mithilfe einer 
100µl-Spritze aufgetragen. Das aufgebrachte Volumen ist Tabelle 3-3 auf Seite 
96 zu entnehmen.
Nach Einhängen der Trayhalterung in die Elektrophoresekammer wurde diese 
mit dem Deckel verschlossen und ein weiteres Schlauchsystem angebracht.
Hier führte ein Schlauch aus dem Puffer in der Kammer durch eine Pumpe 
(Pumpe 2, s. Abbildung 14) in die Trayhalterung. Nachdem durch das Einschal-
ten dieser Pumpe das Trockenlaufen der Elektroden verhindert wurde, konnte 
das angeschlossene Stromaggregat konfiguriert und eingeschaltet werden. 
Abbildung 14 zeigt eine Fotografie des gesamten Aufbaus zur Durchführung der 
DGGE.
Abbildung 14: Über die Pumpe 1 wird der Elektrophoresepuffer durch ein Wasserbad im 
Thermostat gepumpt. Dort wird der Puffer erhitzt und läuft zurück in die Elektrophorese-
kammer. Pumpe 2 verhindert das Austrocknen der Elektroden, indem sie Puffer aus der 
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Nach Ende der geplanten Elektrophoresedauer wurde die Trayhalterung der 
Kammer entnommen und der in der Halterung befindliche Puffer verworfen. Der 
Puffer in der Kammer wurde noch zwei- bis dreimal wiederverwendet.
Die Gele wurden nun 15 Minuten in 400ml Aqua dest. mit 25µl Ethidiumbromid
(10mg/ml Aqua dest.) auf einem Schüttler gefärbt und im Anschluss fünf Minu-
ten in einem Aqua dest.-Bad entfärbt.
Wie die Agarosegele zur Auswertung der PCR wurden auch die DGGE-Gele 
mithilfe der Software BioCaptMW unter UV-Licht auf einem Transilluminator 
ausgewertet und als JPEG-Datei per Computer dokumentiert.
2.10Identifizierung der DNA-Sequenz amplifizierter Proben
Zur Aufreinigung der in der DGGE auffälligen DNA-Proben wurde das Qiaex II 
Gel Extraction Kit der Firma Qiagen verwendet.
Die Proben wurden mithilfe einer PCR unter den in Tabelle 3-2 auf Seite 92 ge-
nannten Bedingungen erneut amplifiziert und etwa 60 Minuten in einem 2% A-
garosegel per Gelelektrophorese aufgetrennt (Herstellungsweise und verwende-
te Geräte s. Kapitel 2.8).
Die Fragmente wurden unter UV-Licht auf einem Transilluminator identifiziert 
und die entsprechenden Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein 
1,5ml Reaktionsgefäß gegeben.
Anschließend wurden je 20µl Solubilisierungspuffer aus dem oben genannten 
Kit pro 10mg Agarose, mindestens jedoch 200µl, zu den Agarosestückchen ge-
geben, um die Agarose aufzulösen. Zusätzlich wurden 10µl Kit-Glasmatrix 
(Qiaex II Suspension) hinzugefügt, die die DNA binden sollte.
Diese Mischung wurde circa 20 Sekunden lang auf einem Rüttler geschüttelt, 
dann etwa zwei Minuten stehen gelassen. Dieser Vorgang wurde so lange wie-
derholt, bis sich die Agarose vollständig gelöst hatte. War dies der Fall, wurden 
die Proben ungefähr 30 Sekunden bei 13000rpm zentrifugiert und der Über-
stand unter Belassung des DNA-Glasmatrix-Pellets mit einer Wasserstrahlpum-
pe abgesaugt.
Es wurden dann 500µl Solubilisierungspuffer in die Gefäße gegeben, um die 
restliche Agarose zu entfernen. Die Proben wurden wieder etwa 20 Sekunden 
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geschüttelt, anschließend 20 Sekunden zentrifugiert und der Überstand mit ei-
ner Wasserstrahlpumpe abgesaugt.
Im nächsten Schritt wurden 500µl Waschpuffer aus dem Kit zu den Pellets ge-
geben, 20 Sekunden auf einem Rüttler vermischt, 20 Sekunden zentrifugiert und 
der Überstand wieder mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt.
Die Gefäße wurden dann etwa 45 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet, bis 
das Ethanol vollständig verdunstet war. Anschließend wurden jeweils 20µl steri-
les Wasser in die Reaktionsgefäße gegeben.
Zwischenzeitlich wurden 2µl Primer ohne GC-Clamp für das interessierende 
Fragment aus dem Primerpaar 2 mit 18µl sterilem Wasser vermischt, geschüttelt 
und je 2µl dieser Mischung in 0,5ml Reaktionsgefäße gegeben. (Näheres zu den 
verwendeten Primern siehe Kapitel 3.3.1.) Danach wurden 5µl der zugehörigen 
DNA-Probe hinzugefügt. Diese derart vorbereiteten Proben wurden zur Sequen-





3.1 Vergleichende Sequenzstudien in verschiedenen Spezies
Zannis et al. zeigten in vergleichenden Studien hochkonservierte Regionen in 
den Sequenzen des ApoAI und proximalen ApoCIII Promoters. In diesen Regio-
nen liegen bedeutende regulatorische Sequenzen, die zum Teil Hormone Res-
ponse Elements enthalten. Auch andere Abschnitte wie C/EBP-Bindungsdomä-
nen und eine TATA-Box zeigten einen hohen Konservierungsgrad. (Zannis et al., 
2003)
Für diese Arbeit wurden vergleichende Sequenzstudien des ApoAIV Promoters 
verschiedener Affenarten und des menschlichen ApoAIV Promoters über die 
Internetdatenbank Ensembl.org durchgeführt. Hierbei zeigte sich für den gesam-
ten Promoter eine hochkonservierte Sequenz. Die Abbildungen 15 und 16 zei-
gen exemplarisch die gegenübergestellten Sequenzen der Elemente E und C 
des ApoAIV Promoters des Menschen (Homo sapiens), Schimpansen (Pan 
troglodytes), Westlichen Gorillas (Gorilla gorilla), Orang Utans (Pongo pyg-
maeus) und Rhesusaffen (Macaca mulatta), die jeweils HRE enthalten.
Element E





Abbildung 15: Die gesamte Sequenz des ApoAIV Promoters ist hochkonserviert. Vor al-
lem fällt auch der hohe Konservierungsgrad der HRE in den Elementen E und C  auf (s.














Abbildung 16: Auch das Element C des ApoAIV Promoters weist in verschiedenen Spe-
zies identische bzw. nahezu identische Sequenzen auf.
Der hohe Konservierungsgrad wird noch einmal verdeutlicht, wenn die Überein-
stimmung der Sequenzen untereinander untersucht wird. Es zeigen sich zu 90 
bis etwa 99% identische Sequenzen des ApoAIV Promoters des Menschen, 
Schimpansen, Gorillas, Orang Utans und Rhesusaffen (siehe Abbildung 17).
Mensch Schimpanse Gorilla Orang Utan Rhesusaffe
Mensch --- 0,983 0,976 0,945 0,902
Schimpanse 0,983 --- 0,985 0,95 0,907
Gorilla 0,976 0,985 --- 0,945 0,909
Orang Utan 0,945 0,95 0,945 --- 0,92
Rhesusaffe 0,902 0,907 0,909 0,92 ---
Abbildung 17: Die Sequenzen des ApoAIV Promoters verschiedener Spezies stimmen zu 
mindestens 90 bis circa 99% überein.
3.2 Auswahl der zu untersuchenden Gensequenzen
Die Gene der Apolipoproteine AI, AIV und CIII haben einen gemeinsamen evo-
lutionären Ursprung und verfügen über gemeinsame Kontrollregionen
(Karathanasis et al., 1983). Der hohe Konservierungsgrad der regulatorischen 
Genabschnitte dieser Apolipoproteine weist, genau wie die in Kapitel 1.6 erläu-
terten Auswirkungen von Mutationen in den Promoter- und Enhancerbereichen,
Ergebnisse – 3
82
auf die große Bedeutung dieser Gensequenzen für die Transkription der Apoli-
poproteinegene hin.
Die in dieser Arbeit untersuchten Genabschnitte liegen innerhalb dieser regula-
torischen Bereiche. Bei der Auswahl der zu analysierenden Sequenzen wurde 
darauf geachtet, dass sie die in der Literatur beschriebenen für die Regulator-
funktion besonders wichtigen Elemente enthalten, vor allem die in Kapitel 1.6.2
erläuterten Hormone Response Elements (Ktistaki et al., 1994; Ogami et al., 
1990; Zannis et al., 2003). Mit diesen Kriterien wurden die im Folgenden be-
schriebenen Primersequenzen ausgewählt.
3.3 PCR-Bedingungen
3.3.1 Entwurf der Oligonukleotidprimersequenzen
Die Herstellung der Oligonukleotidprimer ist einer der entscheidenden Schritte 
bei der Planung einer Polymerasekettenreaktion.
Es wurde deshalb darauf geachtet, dass die Bindungsstelle für die Primer der 
ersten PCR bis zu 80 Basenpaare vor der Zielsequenz der zweiten PCR lag, um 
die gesuchte Sequenz sicher zu amplifizieren und alle dort möglichen Mutatio-
nen detektieren zu können.
Je größer die sogenannte normalisierte Länge der Primer ist, desto höher liegt 
die Temperatur Tp, bei der optimale Bedingungen für die Primerhybridisierung 
vorliegen (Saiki et al., 1988; Wu et al., 1991).
Die normalisierte Länge berücksichtigt die etwa doppelt so hohe Bindungsstärke 
von Guanin-Cytosin-(GC-)Bindungen im DNA-Strang gegenüber Adenin-
Thymin-(AT-)Bindungen und errechnet sich durch die Formel ATGCn nnL += *2 . 
Dabei geben nGC und nAT die Anzahl der jeweiligen Basen in der Primersequenz 
an (Wu et al., 1991). Durch den linearen Zusammenhang der Temperatur Tp mit 
der normalisierten Länge Ln, welcher durch die Formel np LT *46,122 +=  be-
schrieben wird, ist ersichtlich, dass bei einer normalisierten Primerlänge von 38 
oder mehr eine Temperatur von deutlich über 74°C für optimale Annealingbedin-
gungen erreicht werden müsste. Dies wäre jedoch ungünstig, da die optimale 
Temperatur für die Polymerisation der DNA durch die thermostabile Polymerase 
bei ca. 74°C liegt (Saiki et al., 1988). Aus diesem Grund wurde darauf geachtet, 
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dass die normalisierte Länge der Primersequenzen möglichst nicht über Ln = 38 
lag.
Die denaturierende Gradientengelelektrophorese ist in ihrer einfachsten Anwen-
dung in der Lage, etwa 50% aller Ein-Basen-Mutationen zu erkennen. Ein gro-
ßes Problem stellen unterschiedliche Schmelzdomänen innerhalb eines DNA-
Fragments dar. Mutationen können lediglich in der Schmelzdomäne mit der 
niedrigsten Schmelztemperatur gefunden werden, da in Bezug auf Mutationen in 
der Domäne mit der höchsten Schmelztemperatur der DNA-Doppelstrang be-
reits vor Erreichen der für das Abstoppen notwendigen Denaturanskonzentration 
aufschmilzt (Fischer und Lerman, 1983; Gille et al., 1998; Myers et al., 1985b; 
Myers et al., 1985a).
Durch Anhängen einer guanin- und cytosinreichen Sequenz an das zu untersu-
chende Fragment kann die Sensitivität auf etwa 95% verbessert werden. Durch 
diese sogenannte GC-Clamp wird die Anzahl der unterschiedlichen Schmelz-
domänen des Fragments zum einen erheblich reduziert. Zum anderen entsteht 
durch die GC-Clamp eine zusätzliche Schmelzdomäne, deren Schmelzpunkt bei 
einer deutlich höheren Temperatur liegt, als der des restlichen Fragments. Somit 
liegen im optimalen Fall alle Domänen der zu untersuchenden Gensequenz in-
nerhalb der Schmelzdomäne mit der niedrigsten Schmelztemperatur, so dass in 
der durchzuführenden DGGE Mutationen gefunden werden können, die der De-
tektion ansonsten entgehen würden (Myers et al., 1985a; Narayanaswami und 
Taylor, 2001; Sheffield et al., 1989).
Da bereits in anderen Arbeiten gezeigt werden konnte, dass die PCR ein suffi-
zientes Mittel ist, um GC-Clamps an ein zu untersuchendes Fragment zu syn-
thetisieren (Sheffield et al., 1989), wurde in dieser Arbeit schon beim Entwurf 
jeweils an einen Primer des Primerpaars 2 eine 52 Basenpaare umfassende 
GC-reiche Sequenz angehängt. Diese wurde dann mithilfe der PCR an das zu 
untersuchende Fragment angefügt. Dies geschah in Abhängigkeit der auf Basis 
verschiedener Algorithmen ermittelbaren Schmelzkurven für bekannte DNA-
Sequenzen (Fixman und Freire, 1977; Schwarz, Jr. und Poland, 1974), welche 




Die Abbildungen 18 und 19 zeigen exemplarisch den Effekt der GC-Clamp auf 
die Schmelzkurve des Apo AI Promoters.









Abbildung 18: Schmelzkurve des ApoAI Promoters ohne GC-Clamp. Es ist deutlich zu 
erkennen, dass das Apo AI-Fragment ohne das Vorhandensein der GC-reichen Sequenz 
viele verschiedene Schmelzdomänen aufweist.









Abbildung 19: Schmelzkurve des ApoAI Promoters mit einer GC-Clamp am 3’-Ende. 
Durch Anhängen der GC-Clamp werden die unterschiedlichen Schmelztemperaturen an-
geglichen und eine weitere Schmelzdomäne mit deutlich höherem Schmelzpunkt erzeugt.
Basierend auf diesen Kenntnissen wurden die in Tabelle 3-1 gezeigten Sequen-





Tabelle 3-1: Übersicht über die entworfenen Primersequenzen
Primer upstream 3’-5’-Primer downstream 5’-3’-Primer
Multiplex- bzw. nested PCR-Primer
ApoA1 Promoter 5’-agtctctaagcagccagctc-3’ 5’-tggaatgctggtggtggggga-
3’
ApoA4  Promoter 5’-cggccttcaggaacatcctg-3’ 5’-ctatgctgtctgcagtcctg-3’




5’-tcc cac agc cag ggg gca 
gtg-3’
Primer für DGGE-target-Sequenzen (GC-Clamps in eckigen Klammern)


























3.3.2 Auswahl der PCR-Versuchsbedingungen
Bei einer einfachen PCR ist die Amplifikation ungewünschter Nebenprodukte ein 
bekanntes Problem (Roux, 1995).
Deshalb erfolgte die Amplifizierung der Zielsequenzen zur Verbesserung der 
Sensitivität und Spezifität der PCRs mithilfe sogenannter Nested PCRs.
Bei dieser Technik wird zunächst mit einem ersten Primerpaar (Primerpaar 1) 
ein größeres Element amplifiziert, das wiederum als Matrize für eine zweite PCR 
mit einem zweiten Primerpaar (Primerpaar 2) dient. Das Primerpaar 2 bindet 
dabei an Abschnitte innerhalb des in der ersten PCR erzeugten DNA-Templates. 
Dies reduziert die Wahrscheinlichkeit der Amplifizierung einer nicht gesuchten 
DNA-Sequenz (Saroj et al., 2008). Außerdem können mit dieser Technik Ge-
nabschnitte amplifiziert werden, die in einer herkömmlichen PCR nicht zu ver-
vielfältigen sind (Sun et al., 2008).
Für die Fragmente des ApoAI Promoters, ApoAIV Promoters sowie des ApoCIII
Enhancers wurde die erste PCR als Multiplex-PCR durchgeführt. Das heißt, 
dass hierbei in einer einzigen ersten PCR alle drei genannten Genabschnitte 
amplifiziert wurden. Die zweite PCR erfolgte dann unter Verwendung des für die 
jeweiligen Fragmente spezifischen zweiten Primerpaars in einzelnen PCRs.
Die Amplifizierung des Fragments des ApoCIII Promoters erfolgte trotz des mit 
dem ApoC3 Enhancer gemeinsamen Primerpaars 1 als einfache Nested PCR, 
da auf diese Weise das beste Ergebnis erzielt werden konnte.
Abbildung 20 zeigt das Prinzip der in dieser Arbeit verwendeten PCR-Abläufe.
PCR1 amplifizierte Elemente Nested PCR amplifizierte Elemente
PCR 2 ApoA1 Promoter 2
ApoA1 Promoter 1
Multiplex-PCR ApoA4 Promoter 1 PCR 2 ApoA4 Promoter 2
ApoC3 Enhancer 1
PCR 2 ApoC3 Enhancer 2
PCR 1 ApoC3 Promoter 1 PCR 2 ApoC3 Promoter 2
Abbildung 20: Prinzip der PCR-Abfolge in dieser Arbeit. Aus einer Multiplex-PCR wurden 
Fragmente des ApoAI Promoters, ApoAIV Promoters und ApoCIII Enhancers amplifiziert. 
In jeweils einer zweiten PCR je Fragment wurde die zu analysierende Sequenz mit spezifi-
schen Primern amplifiziert. Für den ApoCIII Promoter wurde eine Nested PCR nur mit für 
den ApoCIII Promoter spezifischen Primern durchgeführt.
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Von einer Grundeinstellung ausgehend wurde in einer ersten Versuchsreihe die 
Menge des zugesetzten MgCl2 variiert, da Magnesium-Ionen als zweiwertige 
Ionen essentiell für die Funktion von DNA-Polymerasen sind (Kramer und Coen, 
2001; Yang et al., 2004) und bereits in früheren Arbeiten festgestellt wurde, 
dass der MgCl2-Gehalt die Genauigkeit der Taq Polymerase beeinflussen kann 
(Leung et al., 1989). Hierbei ist zu beachten, dass die verwendeten dNTPs 
Komplexe mit den Magnesium-Ionen des Reaktionsansatzes bilden können, so 
dass der Reaktion eine bestimmte Menge Mg2+ entzogen wird (Roux, 1995). 
Aus diesem Grund kann eine Variation der Magnesiumkonzentration erforderlich 
werden, um der Polymerase die benötigte Menge an freien Ionen zur Verfügung 
zu stellen.
Diese Maßnahme allein brachte jedoch nicht das gewünschte Resultat. Zwar 
wurden in der ersten PCR teilweise verwendbare Ergebnisse erzielt, diese konn-
ten dann jedoch nicht erfolgreich als Template für die zweite PCR dienen.
Andere Arbeiten beschreiben Zusätze mit Betaine, Dimethylsulfoxid (DMSO), 
Glycerol und anderen, durch die bei sonst nicht erfolgreichen PCRs Amplifikate 
nachgewiesen werden konnten (Baskaran et al., 1996; Bookstein et al., 1990; 
Hung et al., 1990; Pomp und Medrano, 1991; Sun et al., 1993; Weissensteiner 
und Lanchbury, 1996). Dies wird durch verschiedene Mechanismen erklärt.
In einigen Fällen kann es vorkommen, dass die denaturierte DNA während der 
Annealingphase Sekundärstrukturen, sogenannte Stem Loops, durch Basen-
paarung ausbildet. Diese führen dazu, dass die Polymerase während der Repli-
kationsphase bestimmte Abschnitte des Templates überspringt (Viswanathan et 
al., 1999) (s. Abb 21). Dies ist vor allem bei guanin- und cytosinreichen Templa-
tes der Fall (Musso et al., 2006), wie sie in dieser Arbeit vorlagen. Alle zu ampli-
fizierenden Fragmente wiesen einen G/C-Gehalt von über 60 Prozent auf (Apo-




Abbildung 21: Die Ausbildung sogenannter Stem Loops kann in der PCR zu Lesefehlern 
der Taq-Polymerase durch Übersrpingen der konformitätsgeänderten Sequenzbereiche
führen (sogenannter Polymerasesprung).
Die Ausbildung dieser Sekundärstrukturen durch ungewünschte Basenpaarung-
en kann durch Betaine, Dimethylsulfoxid (DMSO) oder Glycerol verhindert oder 
zumindest reduziert werden (Baskaran et al., 1996; Henke et al., 1997; Musso et 
al., 2006; Winship, 1989).
Die Temperatur, bei der ein DNA-Doppelstrang vollständig denaturiert, ist unter 
anderem abhängig von der Sequenz. Dabei benötigen Guanin-Cytosin-Paa-
rungen eine höhere Temperatur als Adenin-Thymin-Bindungen (Anderson und 
Bauer, 1978).
Derivate des Tetraalkylammoniums (TAA) wie Betaine sind in der Lage diese
Temperaturen anzugleichen. Dieser Effekt wird Isostabilisierung genannt (Rees 
et al., 1993). Zudem erhöhen sie die Spezifität der PCR, so dass unspezifische 
Hintergrundprodukte reduziert werden (Musso et al., 2006; Weissensteiner und 
Lanchbury, 1996).
Bei gleichzeitiger Verwendung mehrerer der genannten Additive können diese 
synergistisch wirken (Musso et al., 2006). Aus diesem Grund wurden für diese 
Arbeit verschiedene Kombinationen getestet. Dazu wurde jeweils 1ml der jewei-






ligen Substanz im Verhältnis 1:1 mit einer bzw. im Verhältnis 1:1:1 mit den bei-
den anderen vermischt. Aus dieser Lösung wurden 2,5µl für den PCR-Ansatz 
verwendet. Es wurden die Kombinationen 5M Betaine/ 78,13M DMSO, 5M Be-
taine/ ?99,5 prozentiges Glycerol, 78,13M DMSO/ ?99,5 prozentiges Glycerol
und 5M Betaine/ 78,13M DMSO/ ?99,5 prozentiges Glycerol jeweils in Kombina-
tion mit 1,5µl und 0,75µl 50mM MgCl2 getestet.
Da diese Zusätze in der DGGE zu Verschmierungen führten, wurden sie nur in 
der ersten PCR verwendet. Für die zweiten PCRs wurde lediglich der MgCl2-
Gehalt variiert.
Erst dieser Testaufbau führte zu befriedigenden Reaktionsergebnissen.
Die Abbildungen 22 bis 24 zeigen Ergebnisse der Gelelektrophoresen zur Kon-
trolle der zweiten PCR für die in den Beschriftungen genannten Fragmente nach 
Verwendung einer Betaine/ DMSO-Kombination, sowie 0,75µl MgCl2 für die Mul-
tiplex- und Nested PCR und die PCR 2 für den ApoCIII Promoter bzw. 1,5µl 
MgCl2 je PCR 2 für die ApoAI und ApoAIV Promoter und den ApoCIII Enhancer.
Nach jedem PCR-Lauf wurde eine stichprobenartige Auswahl der amplifizierten 
Proben elektrophoretisch aufgetrennt, um den Erfolg der PCR zu überprüfen.
Abbildung 22 zeigt exemplarisch die Elektrophorese mit einigen ApoAI Promo-
ter-Proben. Hier lässt sich in etwa auf Höhe der 300bp-Bande des PCR-Markers 
deutlich ein Amplifikat nachweisen. Dieses hat also annähernd die Größe des 
gewünschten zu untersuchenden Bereichs des ApoAI Promoters (229bp). Somit 
wurde diese PCR als Erfolg gewertet. Die Elektrophorese zeigt zudem etwas 
oberhalb der 500bp-Bande ein zweites, ungewünschtes Amplifikat. 
Im Fall des ApoAIV Promoters zeigen sich in der Elektrophorese zwei distinkte 
Banden auf Höhe der 1000bp-Bande und auf Höhe der 500bp-Bande des PCR-
Markers (siehe Abbildung 23). Letztere galt als Beweis der erfolgreichen Ampli-
fikation des gewünschten ApoAIV Promoter-Abschnitts, welcher 437bp umfasste. 
Die größere Bande stellt ein ungewünschtes Nebenprodukt dar.
Die Elektrophorese nach PCR mit dem ApoCIII Promoter als Ziel zeigte drei
scharfe Banden auf Höhe der 1000bp-, etwas oberhalb der 500bp- und etwa auf 
Höhe der 300bp-Bande des PCR-Markers (Abbildung 24). Die deutliche Bande 
mit etwa 300bp Größe lag somit für das ApoCIII Promoterfragment im ge-
wünschten Bereich. Die geplante Sequenz umfasste 226bp. Die größeren
Amplifikate sind auch hier ungewünschte Nebenprodukte.
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Für die genannten Fragmente ließ sich somit für alle untersuchten Proben eine 
erfolgreiche Amplifikation nachweisen. 
Lediglich im Fall des ApoCIII Enhancers ließen sich zwei der untersuchten Pro-
ben nicht amplifizieren. Abbildung 25 zeigt exemplarisch die Elektrophorese er-
folgreich amplifizierter ApoCIII Enhancer-Proben. Auf Höhe der 500bp Bande 
des PCR-Markers ließ sich hier eine Bande nachweisen. Diese war somit etwas 
größer als gewünscht, da die ausgewählte ApoCIII Enhancer-Sequenz lediglich 
340bp umfasste. Da die DGGE gleichmäßige Wanderverhalten für diese Proben 
und die Sequenzierung von ApoCIII Enhancer-Proben die gewünschte Sequenz 
zeigte, wurden auch diese PCRs als Erfolg gewertet. 
Bei den in allen PCRs nachweisbaren Nebenprodukten könnte es sich um Reste 
aus der ersten PCR handeln. Auch Fehlamplifikationen durch die Taq Polyme-
rase sind denkbar. Eine Übersicht über die endgültigen Reaktionsansätze ist in 

















































Abbildung 22: Analytisches Agarosegel zur Veranschaulichung der erfolgreichen zweiten 
PCR für den ApoAI Promoter. Dargestellt sind die Proben Nr. 4082, 4108, 4151, 4164, 4229, 
4261, 4302 und 4354 der Kontrollgruppe (KG) der Marburger Präventionsallianz nach 
Amplifikation nach den in Tabelle 3-2 genannten Versuchsbedingungen. Mit ca. 300bp 
wurde ein Fragment in etwa in der Größe der gewünschten Sequenz (229bp) amplifiziert. 
Dies wurde als erfolgreiche Amplifizierung des ApoAI Promoterausschnitts gewertet. Bei 
ca. 500bp zeigt sich ein ungewünschtes Nebenprodukt. Die angegebenen Nummern ent-













































Abbildung 23: Analytisches Agarosegel zur Veranschaulichung der erfolgreichen zweiten 
PCR für den ApoAIV Promoter nach den in Tabelle 3-2 genannten Versuchsbedingungen. 
Dargestellt sind die Proben Nr. 2080, 4178, 4206, 4236, 4262, 4291 und 4371 der Fallgrup-
pe (FG) der Marburger Präventionsallianz.  Wie die ausgewählte zu untersuchende Se-
quenz des ApoAIV Promoters (437bp) ist das Amplifikat etwa 500bp groß. Die Amplifikate 
auf Höhe der 1000bp-Bande sind ungewünschte Nebenprodukte. Die angegebenen Num-
mern entsprechen den laufenden Nummern der Marburger Präventionsallianz.


























Abbildung 24: Ergebnisse der zweiten PCR für den ApoCIII Promoter nach den in Tabelle 
3-2 genannten Versuchsbedingungen. Dargestellt sind die Proben 4518 und 4461 der 
Kontrollgruppe (KG) bzw. 2127 der Fallgruppe (FG) der Marburger Präventionsallianz. Auf 
Höhe der 300bp-Bande des PCR-Markers lässt sich deutlich ein Amplifikat erkennen. Die-
ses hat somit in etwa die gleiche Größe wie die geplante Sequenz (226bp). Etwas ober-
halb der 500bp- und auf Höhe der 1000bp-Bande zeigen sich weitere Amplifikate. Diese 
stellen ungewünschte Nebenprodukte dar. Die angegebenen Nummern entsprechen den 
laufenden Nummern der Marburger Präventionsallianz.
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Abbildung 25: Analytisches Agarosegel zur Veranschaulichung der erfolgreichen zweiten 
PCR für den ApoCIII Enhancer nach den in Tabelle 3-2 genannten Versuchsbedingungen. 
Dargestellt sind die Proben 2080, 2169, 2307, 2558 und 2702 der Fallgruppe (FG) der Mar-
burger Präventionsallianz. Mit ca. 500bp ist das amplifizierte Fragment größer als die ge-
plante Sequenz (340bp). Sequenzierungen von ApoCIII Enhancer-Proben zeigten jedoch 
die geplante Sequenz, so dass die PCR trotzdem als Erfolg gewertet wurde. Die angege-
benen Nummern entsprechen den laufenden Nummern der Marburger Präventionsallianz.
Tabelle 3-2: endgültige PCR-Ansätze für jeweils eine PCR
amplifiziertes Element Reagenz Volumen









Fortsetzung der Tabelle auf der nächsten Seite
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Fortsetzung von Seite 92
amplfiziertes Element Reagenz Menge
Ansätze für die zweiten PCRs






























3.4 Denaturierende Gradientengelelektrophorese (DGGE)
Für die DGGE wurden die Versuchsbedingungen zunächst in Anlehnung an die 
Originalarbeit über die Entdeckung der DGGE (Fischer und Lerman, 1979) ent-
worfen und getestet.
Es wurde dafür ein Gel mit einem Denaturansgradienten von 0% bis 80% und 
einer Acrylamidkonzentration von 8% hergestellt. Die Elektrophorese wurde 
über 5 Stunden bei einer Temperatur von 60°C und einer Spannung von 120V 
durchgeführt, was jedoch nicht zu ausreichenden Ergebnissen führte.
Fischer und Lerman beschreiben in ihrer Arbeit deutlichere Ergebnisse durch 
die Einengung des Denaturansgradienten. Deshalb wurden die nächsten Versu-
che mit einem Gradienten von 40% bis 80% beziehungsweise 50% bis 70% 
durchgeführt. Durch diese Maßnahme verteilt sich ein kleinerer Gradient auf die 
gleich bleibend weite Strecke durch das Gel, so dass eine genauere Auftren-
nung möglich sein müsste. Die weiteren Parameter wurden wie zuvor gewählt. 
Jedoch brachte auch diese Variation nicht das gewünschte Resultat.
Neben der Denaturanskonzentration ist auch die Acrylamidkonzentration eine 
wichtige Variable bei der Herstellung von Gradientengelen. Da die Acrylamid-
konzentration die Porengröße der durch das Acrylamid erzeugten Gitterstruktur 
im Gradientengel bestimmt, ist der Gehalt an Acrylamid in der Gellösung essen-
tiell für die Detektion von Mutationen (Hayes et al., 1999). Es muss also ein Mi-
nimum an Polyacrylamid vorhanden sein, um zum einen die Analyse der Proben 
überhaupt zu ermöglichen und zum anderen die Stabilität des Gels zu gewähr-
leisten. Wird allerdings zu viel Acrylamid in das Gel gegeben, werden die Poren 
der Netzstruktur zu eng, um Moleküle passieren zu lassen, so dass wiederum 
die Auftrennung der DNA-Doppelstränge verhindert wird. Eine Arbeit beschreibt 
eine optimale Bandenseparation nur bei einer Acrylamidkonzentration von 9%, 
sowohl eine niedrigere als auch eine höhere Konzentration führte zu weniger 
klaren Banden (Hayes et al., 1999). Weiterhin beschrieben Hayes et al. eine 
Temperatur von 60°C sowie eine Spannung von 100 bis 200V über sieben 
Stunden Laufzeit als optimale Versuchsbedingungen.
Basierend auf dieser Erkenntnis und den oben aufgeführten Ergebnissen von 
Lerman und Fischer, wurde der Denaturansgradient auf 50 bis 65% bei neun 
Prozent Acrylamidkonzentration eingeengt und die DGGE bei einer Temperatur 
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von 60°C und 120V Spannung über sieben Stunden durchgeführt. Trotz der 
oben genannten Erkenntnisse brachte auch diese Versuchsreihe nicht das ge-
wünschte Resultat.
Auch die Variation der angelegten Spannung sowie der Acrylamidkonzentration 
führte zunächst nicht zu erkennbaren Banden.
Unscharfe Banden können auch durch die Unterschiede im Wanderverhalten
von Heteroduplexen im Vergleich zu Homoduplexen entstehen, das heißt vor 
allem durch das Aufschmelzen an unterschiedlichen Positionen im Harnstoff-
Formamid-Gradientengel (Nagamine et al., 1989a; Sheffield et al., 1989). Durch 
die zusätzliche Einführung eines Acrylamidgradienten in die DGGE-Gele können 
durch Heteroduplexe entstandene Verschmierungen deutlich verringert werden. 
Dieser zusätzliche Gradient bietet für alle Moleküle optimale Schmelzbedin-
gungen an distinkten Positionen innerhalb des Gels. Dadurch können breite, als 
Verschmierung imponierende Banden in einzelne scharfe Banden überführt 
werden, wodurch die vergleichende Analyse ermöglicht wird (Cremonesi et al., 
1997).
Erst die Einführung eines solchen Doppelgradienten führte zu erkennbaren 
Banden. 
Hierbei wurde zu dem bereits vorhandenen Harnstoff-Formamid-Konzentrations-
gradienten ein Acrylamidgradient mit Konzentrationen von sechs bis zehn Pro-
zent hinzugefügt, indem die Lösung mit der niedrigsten Harnstoff-Formamid-
Konzentration mit sechs und diejenige mit der höchsten Konzentration mit zehn 
Prozent Acrylamid angesetzt wurde.
Durch den zweiten Gradienten konnten jedoch nur schwache, etwas unscharfe 
Banden erzeugt werden. Dieses Problem konnte durch die Senkung der Puffer-
temperatur zum Teil gelöst werden.
Hier führte die Überlegung, dass die bisher angelegte Grundtemperatur das Er-
reichen der optimalen Denaturanskonzentration durch ein zu frühes Aufschmel-
zen verhindern könnte, zu der Lösung des Problems der weiterhin unscharfen 
Banden.
Zuletzt wurde das aufgetragene DNA-Volumen variiert, um schwache Banden 




Diese Testläufe führten letztendlich zu den in Tabelle 3-3 genannten optimalen 
Bedingungen für jedes Fragment.
Tabelle 3-3: Übersicht über die endgültigen DGGE-Bedingungen. Ausgehend von den 
Versuchsbedingungen aus der Originalarbeit über die Entdeckung der DGGE (Fischer 
und Lerman, 1979) wurden die verschiedenen Parameter variiert, um optimale Resultate 
zu erzielen. Erst die Einführung eines Denaturans/ Acrlyamid-Doppelgradienten führte zu 
verwertbaren Ergebnissen. Zudem wurde die Puffertemperatur auf 50°C reduziert, um ein 
zu frühes Aufschmelzen der DNA-Stränge zu vermeiden. Durch die Variation der auf die 












A1 Promoter 60-70% 6-10% 50°C 120V 6h 10µl
A4 Promoter 60-70% 6-10% 50°C 120V 6h 4µl
C3 Enhancer 0-80% 6-10% 50°C 120V 6h 5µl
C3 Promoter 0-80% 6-10% 50°C 120V 6h 10µl
Tabelle 8-2 im Anhang zeigt alle getesteten Variationen aufgeteilt nach den un-
tersuchten Fragmenten.
Die Abbildungen 26 bis 29 zeigen für die Mutationssuche in dieser Arbeit ver-

















































































Abbildung 26: DGGE mit nebeneinander aufgetragenen Proben der Kontrollgruppe (KG)
des ApoAI Promoters nach den in Tabelle 3-3 gezeigten Bedingungen in Laufrichtung von 
oben nach unten. Es zeigt sich eine schärfere untere und eine etwas unscharfe obere 




















































































Abbildung 27: DGGE mit nebeneinander aufgetragenen Proben der Fallgruppe (FG) des 
ApoAIV Promoters nach den in Tabelle 3-3 gezeigten Bedingungen in Laufrichtung von 
oben nach unten. Auch hier zeigen sich eine untere schärfere und eine obere unschärfere 




























































































































Abbildung 28: DGGE mit nebeneinander aufgetragenen Proben der Kontrollgruppe (KG) 
bzw. der Fallgruppe (FG) des ApoCIII Promoters nach den in Tabelle 3-3 gezeigten Bedin-
gungen in Laufrichtung von oben nach unten. Auch hier kommen zwei Banden zur Dar-
stellung. Beide sind jedoch relativ unscharf. Bei zwei Proben kommt nur eine (KG4518, 
KG4461) bzw. keine (KG4517, KG4465) Bande zur Darstellung. Näheres hierzu siehe Kapi-







































































































Abbildung 29: DGGE mit nebeneinander aufgetragenen Proben der Fallgruppe (FG) des 
ApoCIII Enhancers nach den in Tabelle 3-3 gezeigten Bedingungen in Laufrichtung von 
oben nach unten. Hier kommen zwei relativ scharfe Banden zur Darstellung. Die angege-
benen Nummern entsprechen den laufenden Nummern der Marburger Präventionsallianz.
3.5 Identifizierung auffälliger Proben in der DGGE
Zum Zweck der Identifizierung bisher unbekannter Mutationen in den bis dato 
nur wenig untersuchten Genabschnitten der regulatorischen Sequenzen von 
Apolipoproteinen wurde für diese Arbeit ein Mutationsscreening ausgewählter 
Apolipoproteingenabschnitte von 264 Patienten der Marburger Präventionsalli-
anz durchgeführt.
Von diesen insgesamt 1056 untersuchten Proben waren 988 auswertbar. Unter 
diesen fanden sich insgesamt 14 in der DGGE auffällige Proben, die dann se-
quenziert wurden. Dabei zeigte sich lediglich eine echte Mutation im Gen des 
ApoAIV Promoters. Bei den nicht auswertbaren Proben ließen sich auch durch 
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die Variation der Versuchsbedingungen keine PCR-Amplifikate in der DGGE
darstellen. Möglicherweise ist dies durch eine nicht vollständige Verhinderung 
der Ausbildung von Stem Loops in der PCR zu erklären. Hierdurch könnten feh-
lerhafte DNA-Templates entstanden sein, die dann in der DGGE nicht zur Dar-
stellung kommen können.
Zum Teil ließen sich Proben jedoch nicht amplifizieren. Da die PCRs nur stich-
probenartig überprüft wurden, könnten somit nicht amplifizierte Proben auf die 
DGGE-Gele geladen worden sein. Diese kämen dann nicht zur Darstellung.
Zum endgültigen Nachweis von Mutationen in den auffälligen Proben aus der 
DGGE, wurden die fraglichen Proben, sowie eine der als unauffällig deklarierten 
Proben erneut amplifiziert, auf einem Agarosegel aufgetrennt, mithilfe des Qiaex 
II Gel Extraction Kits der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) isoliert und an-
schließend sequenziert.
Tabelle 3-4: Übersicht über die Anzahl (n) der untersuchten, verwendbaren, auffälligen 
und mutierten Proben. Von 1056 untersuchten Proben, konnten 988 ausgewertet werden, 
von denen wiederum 14 als auffällig in der DGGE deklariert wurden. Diese 14 Proben 
wurden sequenziert und brachten eine Mutation hervor. (n = Anzahl der Proben)
Fragment nuntersucht nverwendbar nauffällig nmutiert
ApoAI Promoter 264 262 2 0
ApoAIV Promoter 264 260 1 1
ApoCIII Enhancer 264 226 2 0
ApoCIII Promoter 264 240 9 0
gesamt 1056 988 14 1
Die Abbildungen 30 bis 34 zeigen Gelausschnitte der Elektrophoresen, bei de-
nen als auffällig deklarierte Proben auftraten.
Bei den Proben des ApoAI Promoters zweier Patienten kommt jeweils einmal 
die obere und einmal die untere Bande nicht zur Darstellung. Alle weiteren Pro-
ben wiesen eine unscharfe obere, sowie eine schärfere untere Bande auf. Die 
Sequenzierung dieser beiden als auffällig betrachtetenen Proben zeigte jedoch 



















































Abbildung 30: Abgebildet ist die obere 
Hälfte eines DGGE-Gels mit Proben der 
Kontrollgruppe (KG) des ApoAI Promoters. 
Bei Probe 4082 scheint die bei allen 
Proben ohnehin nur schwach zu 
erkennende obere Bande (gestrichelte 
Linie) gänzlich zu fehlen. Die Sequen-
zierung dieser Probe zeigte jedoch auch 





















































Abbildung 31: Abgebildet ist hier die obere 
Hälfte eines DGGE-Gels mit Proben der 
Kontrollgruppe (KG) des ApoAI Promoters. 
Bei Probe 4921 scheint die untere Bande 
(gestrichelte Linie) zu fehlen. Die 
Sequenzierung dieser Probe zeigte 
trotzdem die Wildtypsequenz des ApoAI 
Promoters.
 Die in den Abbildungen angegebenen Nummern entsprechen den laufenden Nummern 
der Marburger Präventionsallianz.
Die Auswertung der DGGE des ApoCIII Promoters zeigte neun Proben, bei de-
nen nicht die zwei relativ unscharfen Banden der sonstigen ApoCIII Promoter-
Proben auftraten. Hier erschien jeweils nur eine Bande, welche etwas oberhalb 
der unteren Wildtypbande lag. Die Sequenzierung aller dieser Proben zeigte 























































































































Abbildung 32: Mehrere DGGE mit Proben der Kontrollgruppe des ApoCIII Promoters 
zeigten ähnlich veränderte Proben (Proben 4461, 4518, 5017, 4638, 4651, 4295, 4299, 4830 
und 4910). Gezeigt ist hier jeweils nur der obere Abschnitt des jeweiligen DGGE-Gels. Bei 
allen auffälligen Proben erscheint anstelle zweier eher unscharfer Banden eine relativ 
scharfe Bande (gestrichelte Linie) zwischen den beiden Banden der als Wildtyp
deklarierten Proben. Die angegebenen Nummern entsprechen den laufenden Nummern 
der Marburger Präventionsallianz.
Die DGGE des ApoCIII Enhancers zeigten in einem Fall eine Probe mit drei 
scharf abgebildeten Banden, während die weiteren Proben nur zwei Banden 
zeigten. Teilweise schien auch bei anderen Proben diese dritte Bande aufzutre-
ten. Diese war dann jedoch deutlich schwächer als bei der in Abbildung 33 ge-
zeigten Probe 2019. Die Sequenzierung der auffälligen Probe zeigte die Wild-
































Abbildung 33: Zu sehen ist die obere Hälfte eines DGGE-Gels mit Proben der Fallgruppe 
des ApoCIII Enhancers. Bei der Probe 2019 tritt eine dritte Bande (gestrichelte Linie) deut-
lich zu Tage. Die Sequenzierung zeigte trotzdem die Wildtypsequenz des ApoCIII 
Enhancers. Die angegebenen Nummern entsprechen den laufenden Nummern der 
Marburger Präventionsallianz.
Im Falle des ApoAIV Promoters zeigte sich nur eine leicht veränderte Probe. 
Hier schien die untere der beiden Banden leicht abgeschwächt im Vergleich zu 
den anderen Proben des ApoAIV Promoters. Abbildung 34 zeigt den diskreten 







































































Abbildung 34: Identifizierung einer auffälligen Probe in einem DGGE-Gel mit Proben der 
Fallgruppe (FG) des ApoAIV Promoters (FG4371/ Mut). Die untere Bande der auffälligen 
Probe erscheint abgeschwächt. Abbildung 35 auf Seite 106 zeigt das Ergebnis der Se-
quenzierung dieser Probe. 
3.6 Dokumentation einer ApoAIV Promoter-Mutation bei ei-
nem Probanden der Marburger Präventionsallianz
Alle Proben mit auffälligem Wanderungsverhalten in der DGGE wurden sequen-
ziert. In keiner Probe des ApoAI Promoters, ApoCIII Enhancers und ApoCIII 
Promoters konnten Mutationen nachgewiesen werden. Die Sequenz der auffälli-
gen Probe des ApoAIV Promoters zeigte jedoch eine echte Mutation. Es handelt 
sich hierbei um eine Basensubstitution von Cytosin durch Guanin an Nukleotid-
position -63 des ApoAIV-Gens (s. Abbildung 35). Diese war zum Zeitpunkt der 
Versuchsdurchführung unbekannt. Mittlerweile ist sie als rs5090 (-63GàC, 
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APOA4_M35) in die Ensembl.org-Datenbank aufgenommen. 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=5089 vom 07.12.2011)
Abbildung 35: ApoAIV Wildtyp (links) versus ApoAIV Promoter -63CàG (rechts, 
entsprechend der markierten Probe „FG4371/ Mut“ in Abbildung 34).
Dieser SNP liegt an Nukleotidposition 11q:116694055
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Sequence?g=ENSG0000011024
4;r=11:116691419-116694022;t=ENST00000357780 vom 08.12.2011). Sein 
ursprüngliches Allel, das C-Allel, kommt je nach Untersuchung mit einer Fre-
quenz von 4 bis 6,2%, sein G-Allel mit 93,8 bis 95% vor. Die klinische Signifi-
kanz ist noch unklar. Die Validierung wurde durch das 1000Genome-Projekt (s.
Kap. 1.6.4.1), Frequenzanalysen und sogenannte Cluster-Eingaben, das heißt 
verschiedene Einzelarbeiten, ermöglicht. (Liu et al., 2009), 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=5090 vom 08.12.2011)
Die Probe mit der Mutation stammte von einem zum Zeitpunkt der Datenerhe-
bung 49jährigen, 184cm großen, 73kg schweren, männlichen Probanden, bei 
dem 2003 aufgrund eines Nicht-ST-Strecken-Elevations-Myokardinfarkts eine 
Herzkatheteruntersuchung durchgeführt worden war. Hierbei wurde die Diagno-
se einer koronaren Dreigefäßkrankheit gestellt. Bis zu diesem Zeitpunkt hatte 
der Patient keinerlei antihypertensive oder lipidsenkende Therapie erhalten. Das 
kardiovaskuläre Risikoprofil wies eine erhöhte Triglyzeridkonzentration
(175mg/dl), geringfügig erniedrigte HDL- (38mg/dl) und erhöhte Lipoprotein(a)-
(46mg/dl) Konzentrationen auf. Der LDL-Spiegel war mit 92mg/dl im gewünsch-
ten Bereich. Eine arterielle Hypertonie oder ein Diabetes mellitus lagen nicht vor.
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Selbst im Vergleich zu den Probanden der Fallgruppe wies der betroffene Pati-
ent relativ hohe ApoAI-Spiegel (136mg/dl) auf.
Abbildung 36 zeigt die gesamte bekannte ApoAIV Promotersequenz 
(Karathanasis, 1985) mit dem in dieser Arbeit analysierten Bereich. Der gefun-
dene Polymorphismus liegt 57 Basen vor dem HRE des Elements C im proxi-
malen ApoAIV Promoterbereich. Mit dieser sind im gesamten ApoAIV Promoter 





-870 TACTATGCCATTTTATATCAAGGACTTGAACATCCATGGATTTTG -826 
-825 GTATCTGCAGAGGGTCCTGGAATCAATTTCCCATGGAGACTGA -783
-782 GAGATGACCGTACTACCCACTTCGCAAGCAATGTCTTCTTTAAT -739
-738 GTACTGAACCATCCCATTGTTCAGAGGAGAAACTGAAGCTCAG -696 
-695 GGCTTTGAATAACTAGACCAAGGAGGCACAGCATGGGAGTGG -654 
-653 GACATGAAGCACTCTACAATTAACCCTTTCAGGACAAGGCCCTG -610
-609 TCTCCCACACCCATCTGCCCAAAGGCTCTCCAGGGCCCCCTCC -567 




-437 GGACCTGTCTTCACTGGGGTAGACAGAGGAGATGTGGACTTTG -395 
-394 CCCCCCATGAGCCCGGCACAAACCCAGAGCCGCCAGCAGGGC -353 
-352 CTCRAGKCATCAGTCCCGGGCTCATGGGCTCCCTSAGGTGTTT -310 
-309 CTCCTACTGTTTTCCGTTCCCCTCCTCCCTTCCATGCTGAGGTT -266 
-265 GGTGGGGTGGGGGKGGGGGTGCCCACGCACGGAACAGCCAC -225 







Abbildung 36: Sequenz des ApoAIV Promoters nach Karathanasis et. al (Karathanasis et 
al., 1986) mit den Hormone Response Elements in den Elementen C und E (durch graue 
Hinterlegung und Unterstrich gekennzeichnet) (Ktistaki et al., 1994; Sauvaget et al., 2002). 
Die in dem gezeigten Bereich bekannten Mutationen sind durch Fett- und Kursivdruck 
gekennzeichnet. Die in der vorliegenden Arbeit entdeckte Mutation ist durch Fett- und 
Kursivdruck und graue Hinterlegung markiert. Die eckigen Klammern markieren den in 
dieser Arbeit untersuchten Bereich.
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3.7 Statistische Auswertung der Ergebnisse
3.7.1 Deskriptive Statistik zur Fall- und Kontrollgruppe dieser Arbeit
Das Studiendesign sah eine Einteilung der Studienpopulation in eine Fallgruppe 
mit einem BMI unter 25kg/m2 und Triglyzeridkonzentrationen über 150mg/dl  
sowie eine Kontrollgruppe mit einem BMI unter 25kg/m2 und Triglyzeridspiegeln 
unter 150mg/dl vor.
Mit einem mittleren BMI von 22,8kg/m2 in der Fall- und 22,96kg/m2 in der Kon-
trollgruppe zeigte sich hier ein gutes Matching dieses Parameters. Entspre-
chend zeigte das errechnete Konfidenzintervall ([-0,55; 0,22]) keinen statistisch 
signifikanten Unterschied auf.
Die mittlere Triglyzeridkonzentration in der Fallgruppe war mit 219,67mg/dl im 
Vergleich zur Kontrollgruppe mit 93,41mg/dl statistisch signifikant erhöht (Konfi-
denzintervall (KI): [111,09; 141,43]). Dies entsprach ebenfalls dem Studiende-
sign.
Entgegen dem geplanten Design ergaben sich jedoch auch statistisch signifikant 
erhöhte Cholesterinwerte in der Fallgruppe (Mittelwert (MW): 199,76mg/dl) ge-
genüber der Kontrollgruppe mit einem Mittelwert von 172,77mg/dl (KI: [16,21; 
37,77]).
Auch die LDL-Konzentration war in der Fallgruppe (MW: 118,73mg/dl) statistisch 
signifikant erhöht gegenüber der Kontrollgruppe (MW: 107,59mg/dl; KI: [1,57; 
20,72]).
Die mittlere HDL-Konzentration war in der Fallgruppe mit 38,66mg/dl statistisch 
signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe (MW: 46,5mg/dl; KI: 
[-11,12; -4,56]).
Ebenfalls zeigte sich mit einem p-Wert p < 0,05 (p = 0,031) in der Fallgruppe 
(25,4% der Patienten) statistisch signifikant häufiger ein Diabetes mellitus Typ II 
als in der Kontrollgruppe (16,8% der Probanden).
Die Patienten der Fallgruppe mit diesem im Allgemeinen als noch ungünstiger
anzusehenden kardiovaskulären Risikoprofil wiesen allerdings im Mittel statis-
tisch signifikant höhere ApoAI-Konzentrationen auf (MW der Fallgruppe: 




Interessanterweise war die Prävalenz der KHK in der Fallgruppe (67,42%) na-
hezu gleich der Prävalenz in der Kontrollgruppe (67,7%). Entsprechend fand 
sich hier kein statistisch signifikanter Unterschied (p = 1,05), ebenso wie auch 
im Bezug auf das mittlere Alter  (MWFallgruppe: 61,86 Jahre, MWKontrollgruppe: 60,82 
Jahre; KI: [-2,59; 4,68]).
Insgesamt waren Männer in beiden Studiengruppen überrepräsentiert (Fallgrup-
pe: ????????????????????????????????????????????????????????????????????is-
tisch signifikanter Unterschied in der Geschlechtsverteilung zwischen Fall- und 
Kontrollgruppe ergab sich nicht (p = 0,100).
Tabelle 3-5 zeigt eine tabellarische Gegenüberstellung der einzelnen Parameter 
der Fall- und Kontrollgruppe mit den Standardabweichungen und Konfidenzin-
tervallen bzw. p-Werten.
Tabelle 3-5: Vergleich der Fall- mit der Kontrollgruppe. In der äußeren rechten Spalte sind 
die zugehörigen Konfidenzintervalle bzw. p-Werte angegeben. Die Unterschiede zwischen 
den Triglyzerid-, Cholesterin-, LDL- und HDL-Plasmakonzentrationen, sowie zwischen den 
Prävalenzen eines Diabetes mellitus sind statistisch signifikant (Kursivdruck). Trotz ins-
gesamt ungünstigeren Risikoprofils der Patienten der Fallgruppe ist die KHK-Prävalenz in 
beiden Gruppen etwa gleich hoch. Als protektiver Faktor fällt eine im Mittel höhere ApoAI-
Konzentration in der Fallgruppe auf. (KG = Kontrollgruppe, FG = Fallgruppe, n = Anzahl 





































Fortsetzung der Tabelle auf der nächsten Seite
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67,7 67,42 p = 0,105
Typ II Diabetes 
(%; p)






??????57 p = 0,100
Der Patient mit Polymorphismus weist gegenüber den anderen Probanden der 
Fallgruppe mit 175mg/dl gegenüber 220,0mg/dl eine eher niedrige Triglyzerid-
konzentration auf. Entsprechend dem Studiendesign lag diese Konzentration 
jedoch deutlich über der mittleren Triglyzeridkonzentration der Kontrollgruppe 
(MW: 93,41mg/dl). Passend zu der Beobachtung eines im Mittel etwa gleich ho-
hen BMI in der Fall- und Kontrollgruppe (MW: 22,91 kg/m2 bzw. 22,96 kg/m2), 
wich auch der BMI des Patienten mit Mutation nur geringfügig von diesen Mit-
telwerten ab (BMI = 21,6 kg/m2).
Das Risikoprofil in Bezug auf die Entwicklung einer KHK erscheint bei Betrach-
tung der erfassten Parameter für den Patienten mit Mutation eher ein moderates 
Risiko für eine KHK zu ergeben. Die Gesamtcholesterinkonzentration liegt mit 
165mg/dl vs. 200,02mg/dl in der Fall- und 172,77mg/dl in der Kontrollstudie 
niedriger als in den beiden Studienarmen. Ebenso liegt die LDL-Konzentration 
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(92mg/dl) bei diesem Patienten niedriger als in der Fallgruppe (MW: 
118,94mg/dl) und der Kontrollgruppe (MW: 107,59mg/dl). Der ApoAI-Spiegel ist 
zudem mit 136mg/dl höher als in den beiden anderen Gruppen (MWFallgruuppe: 
129,65mg/dl; MWKontrollgruppe: 113,18mg/dl). Auch ist der Patient mit 49 Jahren 
etwa 10 Jahre jünger als die erfassten Probanden der beiden anderen Gruppen 
im Mittel (MWFallgruppe: 61,95 Jahre; MWKontrollgruppe: 60,82 Jahre). Die Diagnose 
eines Diabetes mellitus war für den Patienten bisher nicht gestellt worden.
Lediglich die HDL-Konzentration lag mit 38mg/dl etwa gleich hoch wie in der 
Fallgruppe (MW: 38,55mg/dl) und damit deutlich unter der mittleren HDL-Kon-
zentration der Probanden der Kontrollgruppe (MW: 46,50mg/dl).
Trotz dieser Parameter war der Patient mit dem Polymorphismus aufgrund eines 
Nicht-ST-Strecken-Elevations-Myokardinfarkts bei Drei-Gefäß-KHK aufgenom-
men worden.
Tabelle 3-6 zeigt eine tabellarische Gegenüberstellung der Parameter der Fall-
gruppe ohne den Patienten mit Mutation, der Kontrollgruppe und des Patienten 
mit mutiertem ApoAIV Promoter. Konfidenzintervalle sind hier nicht angegeben, 
da diese bei Einzelwerten keine verwertbare Aussage liefern können.
Tabelle 3-6: Vergleich der erfassten Parameter des Patienten mit Mutation und den weite-
ren Probanden der Fall- und Kontrollgruppe. Cholesterin-, LDL- und ApoAI-Konzentration,
sowie der studienbedingt relativ niedrige BMI, ein im Vergleich niedriges Alter und das 
Fehlen eines Diabetes mellitus Typ 2 erscheinen als protektive Faktoren. Lediglich der 
Triglyzeridspiegel ist (studienbedingt) gegenüber der Kontrollgruppe erhöht. Die HDL-
Konzentration ist vergleichbar mit der mittleren HDL-Konzentration in der Fallgruppe und 
etwas niedriger als in der Kontrollgruppe. Trotz dieses eher moderaten Risikoprofils in 
Bezug auf die Entwicklung einer KHK wurde bei dem Patienten mit Mutation eine Drei-











-63CàG; n = 1)
Triglyzeride 
(mg/dl)
220,01 ± 83,60 93,41 ± 29,35 175
Fortsetzung der Tabelle auf der nächsten Seite
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-63CàG; n = 1)
BMI (kg/m2) 22,81 ± 1,65 22,96 ± 1,52 21,6
Cholesterin 
(mg/dl)
200,02 ± 47,55 172,77 ± 41,60 165
HDL (mg/dl) 38,55 ± 12,75 46,50 ± 14,46 38
LDL (mg/dl) 118,94 ± 42,26 107,59 ± 35,92 92
Apo AI (mg/dl) 129,65 ± 30,72 113,18 ± 30,60 136











Aufgrund der relativ inhomogenen Verteilung der Laborparameter lassen sich 
die Unterschiede zwischen der Fall- und Kontrollgruppe nicht durch Mutationen 
in den regulatorischen Sequenzen der untersuchten Genbereiche erklären. In 
Hinblick auf die Auswirkungen der gefundenen Mutation kann aufgrund eines 
Einzelbefundes keine statistisch sinnvolle Aussage getroffen werden.
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3.7.2 Statistische Auswertung der Fall-Kontroll-Studie
Es ist offensichtlich, dass bei einer Fallzahl von n = 1 keine statistisch belastba-
re Aussage möglich ist. Bei den erhobenen Daten handelt es sich um Daten ei-
nes zweiseitigen Tests im Rahmen einer Fall-Kontroll-Studie. Aufgrund der ge-
ringen Anzahl gefundener Mutationen darf zur Berechnung der statistischen 
Signifikanz des Häufigkeitsunterschieds von Mutationen zwischen der Fall- und 
Kontrollgruppe lediglich Fishers exakter Test angewendet werden. Im Rahmen 
der Fall-Kontroll-Studie darf zudem die Odds Ratio für das Auftreten einer Muta-
tion in der entsprechenden Gruppe berechnet werden. Wie in der medizinischen 
Wissenschaft üblich, wurde für diese Stud???????????????????-????????????????
5% festgelegt.
Insgesamt konnte eine Mutation identifiziert werden. 
Tabelle 3-7: Die Vierfeldertafel zeigt eine Übersicht über die Ergebnisse der Studie.






nicht mutiert 130 133
Für die Abschätzung der Auswirkung der untersuchten Risikofaktoren auf das 
zugrunde gelegte Merkmal dient in einer Fall-Kontroll-Studie die Odds Ratio
(OR). Bei den vorliegenden Merkmalsausprägungen lässt sich jedoch kein Wert 







Dazu passt die Tatsache, dass auch nach Fishers exaktem Test der Unter-
schied der Häufigkeiten von Mutationen zwischen Fall- und Kontrollgruppe mit 
einem p-Wert von p > 0,05 nicht signifikant ist. Der p-Wert für die einseitige Fra-









Somit ergibt sich für die zweiseitige Fragestellung ein p-Wert von 
016,1508,0508,0_ =+=Testerzweiseitigp .
Im Hinblick auf die Fragestellung kann keine statistisch einwandfrei gestützte 





In dieser Arbeit wurde nach Mutationen in regulatorischen Sequenzen der Gene 
der Apolipoproteine AI, AIV und CIII gesucht, um zum einen neue Defekte der 
Lipidregulation, zum anderen aber auch eine weitere Erklärung der von Goudri-
aan et al. beschriebenen Konstellation von niedrigem BMI und hohem Triglyze-
ridplasmaspiegel bei fehlendem VLDL-Rezeptor (Goudriaan et al., 2001) beizu-
tragen. 
Die Regulation des Triglyzeridstoffwechsels ist überaus komplex und auch die 
Atherogenität erhöhter Triglyzeride scheint von der primären Ursache der Tri-
glyzeriderhöhung abhängig zu sein (i.e. Triglyzeriderhöhung bei Diabetes oder 
bei Lipasedefekten, nephrotischem Syndrom oder ausgeprägter Adipositas). In 
der Tat spielen zahlreiche regulative Elemente des Triglyzeridstoffwechsels ei-
ne wesentliche Rolle sowohl für den Triglyzeridspiegel, als auch für dessen 
Atherogenität. Potentielle Effektoren sind zum Beispiel die Apolipoproteine, die,
wie in Kapitel 1.4 beschrieben, wichtige Funktionen für den Transport und die 
Clearance der Triglyzeride haben.
Die Gene der hier untersuchten Apolipoproteine sind in einem gemeinsamen 
Gencluster organisiert und werden zum Teil durch gemeinsame Regulatoren in 
ihrer Expression beeinflusst (Karathanasis et al., 1983; Karathanasis, 1985).
Hier ist besonders der ApoCIII Enhancer, der distale Abschnitt des ApoCIII 
Promoters, von Bedeutung, der alle drei Gene in ihrer Transkription verstärkt, 
wie Kapitel 1.6.5.1.1 erläutert.
Die regulatorischen Sequenzen der Apolipoproteine sind insgesamt bisher nur 
wenig untersucht. Einige Polymorphismen sind vorbeschrieben, von denen ei-
nige wenige mit bestimmten Phänotypen in Verbindung gebracht werden konn-
ten. Hier ist exemplarisch der MspI-Polymorphismus (rs670; -75AàG) des 
ApoAI Promoters zu nennen, für den bei Homozygotie für das A-Allel ein erhöh-
tes KHK-Risiko gefunden wurde (Wang et al., 1996).
Großenteils sind die bekannten Mutationen jedoch noch nicht validiert, wie an 
weiteren bekannten ApoAI Promotermutationen zu sehen ist (-246CàT 
(rs2542053), -284CàG (rs2542054) und  -285GàC (rs2727786)). Die letzte 
bekannte ApoAI Promotermutation (-325AàC (rs12718466)) ist zwar validiert, 
weitere Erkenntnisse, zum Beispiel zur klinischen Signifikanz, fehlen jedoch 
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noch. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?SITE=NcbiHome&submit=Go vom 
06.12.2011) Es wird deutlich, dass hier noch viel Forschungspotential vorhan-
den ist.
Aufgrund dieser eher spärlichen Datenlage wurde in dieser Arbeit das Haupt-
augenmerk auf potentielle Mutationen in regulatorischen Bereichen gelegt. De-
ren mögliche Auswirkung auf den Triglyzeridstoffwechsel sollte durch eine Fall-
kontrollstudie aufgedeckt werden. Dafür wurden aus dem Kollektiv der Marbur-
ger Präventionsallianz (Schaefer et al., 2000) 264 Patienten ausgewählt, aus 
denen eine Kontroll- und eine Fallgruppe gebildet wurden.
4.1 Diskussion des Studiendesigns
Einschlusskriterien für die Kontrollgruppe war die gemeinhin als normal be-
zeichnete Konstellation von niedrigem BMI (unter 25kg/m2) und niedrigem 
Triglyzeridplasmaspiegel (unter 150mg/dl). Nach diesen Vorgaben wurden 130 
Personen aus dem Kollektiv der Marburger Präventionsallianz für die Kontroll-
gruppe ausgewählt. In die Fallgruppe wurden 134 Personen mit einem BMI von 
weniger als 25kg/m2 und einer Triglyzeridplasmakonzentration von mehr als 
150mg/dl aufgenommen. Diese Einteilung entsprach der bereits in der Arbeit 
von Soufi et al. am VLDL-Rezeptor verwendeten Gruppen (Soufi et al., 2007).
Zunächst wurde das gesamte Studienkollektiv auf Polymorphismen gescreent.
Eine mit den Ergebnissen durchgeführte Fall-Kontroll-Studie sollte dann Klarheit 
darüber verschaffen, ob die entdeckten Polymorphismen einen Einfluss auf die 
beschriebene BMI-Triglyzerid-Konstellation hätten.
Fall-Kontroll-Studien eignen sich sehr gut, um einen möglichen Zusammenhang
zwischen einem Risikofaktor und dem dazugehörigen Merkmal aufzudecken. 
Durch die retrospektive Untersuchung der Daten lassen sie sich zudem deutlich 
schneller, einfacher und günstiger im Sinne einer ersten „Pilotstudie“ durchfüh-
ren als zum Beispiel prospektive Kohortenstudien. Deshalb eignen sie sich in 
einem relativ unerforschten Gebiet, wie dem hier vorgestellten, deutlich besser 
zur Klärung unklarer Zusammenhänge von vermuteten Risikofaktoren und einer 
bestimmten Laborwert- oder Krankheitsausprägung.
Der gravierende Nachteil solch retrospektiver Studien liegt im Allgemeinen in 
der Datenqualität. Fehlende Daten über die untersuchte Population können 
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oftmals nicht mehr oder nur mit sehr großem Aufwand ergänzt werden. Auch in 
dieser Arbeit musste das Studienkollektiv aufgrund dieses Problems um 14 Pa-
tienten reduziert werden, so dass im Endeffekt das oben genannte Kollektiv von 
264 Patienten untersucht werden konnte. Gemessen an der großen Zahl der in 
der Marburger Präventionsallianz erfassten Daten, ist dies allerdings eine zu 
vernachlässigende Größenordnung.
Außerdem kann es bei retrospektiven Studien leicht zu einem Sampling Bias 
kommen (s. Kap. 4.2). In die Datenbank der Marburger Präventionsallianz wer-
den nur Patienten aufgenommen, die einer Herzkatheteruntersuchung unterzo-
gen worden sind. Damit haben sie per se ein höheres Risiko für eine koronare 
Herzkrankheit als die Normalbevölkerung.
Wichtig für die spätere Aussagekraft einer Fall-Kontroll-Studie ist ein gutes Mat-
ching der Kontroll- mit der Fallgruppe, das heißt eine möglichst hohe Überein-
stimmung aller Parameter, die nicht die Einteilung in Fall- oder Kontrollgruppe 
bedingen. Tabelle 3-5 auf Seite 110 zeigt eine Gegenüberstellung der für diese 
Studie erfassten Parameter. Die signifikanten Unterschiede zwischen den 
Plasmatriglyzeridspiegeln erklären sich durch das Studiendesign. 
Da erhöhte Triglyzeride vermehrt bei Patienten mit Diabetes zu finden sind, er-
klärt dies die erhöhte Zahl von Diabetikern in dem untersuchten Kollektiv. Da 
zudem hohe Triglyzeridkonzentrationen meist mit niedrigen HDL Spiegeln ver-
gesellschaftet sind, erklärt diesen Unterschied ebenfalls unser Einschlusskrite-
rium „hohe vs normale Triglyzeride“.
Trotzdem fallen zusätzlich signifikante Unterschiede zwischen den LDL-, Cho-
lesterin und ApoAI-Konzentrationen der beiden Gruppen auf. Ein besseres Mat-
ching wäre für weitere Studien wünschenswert, um eventuelle Auswirkungen 
von Mutationen erklären zu können.
Ein weiterer Kritikpunkt am Design der hier vorgestellten Studie für die klinische 
Relevanz können auch die untersuchten Parameter selbst sein. Das über der 
gesamten Arbeit stehende Interesse liegt in der Erforschung von Risikokonstel-
lationen in Bezug auf die Entwicklung einer koronaren Herzkrankheit sowie in 
der Identifizierung möglicher neuer Therapieansätze. Mit der Klärung der Frage, 
ob bestimmte Mutationen in regulatorischen Abschnitten von Apolipoproteinge-
nen trotz normalen Body Mass Index’ zu hohen Triglyzeridspiegeln führen und 
somit ein erhöhtes Risiko für die Entwicklung einer KHK bedingen können, wird
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jedoch ein Surrogatkriterium untersucht. Im Rahmen der Grundlagenforschung 
ist dies ein durchaus vertretbares Vorgehen für eine initiale Findungsstudie, da 
bisher nur spärliches Wissen über die Entstehung und die Bedeutung dieser 
Konstellation existiert. Folgende Studien sollten jedoch das Vorliegen einer 
KHK mit in die Entscheidung für die Einteilung in die verschiedenen Gruppen 
der Studienpopulation einfließen lassen. Nur so kann am Ende auch eine ver-
lässliche Aussage über den Einfluss der Laborwertkonstellation auf die Entste-
hung der KHK getroffen werden.
4.2 Diskussion der Methodik
Zunächst wurde die DNA der gesamten Studienpopulation aufgereinigt und per 
Nested Polymerasekettenreaktion (Nested PCR) vervielfältigt. Diese Proben 
wurden dann mithilfe der DGGE auf Unterschiede im Wanderungsverhalten 
untersucht. Auffällig erscheinende Proben wurden sequenziert und so der ein-
deutige Nachweis bzw. Ausschluss von Mutationen erbracht.
Zum Nachweis neuer Mutationen in bestimmten Genbereichen gibt es eine 
Vielzahl von Verfahren, die sich in ihrer Sensitivität und Praktikabilität unter-
scheiden, wie z.B. den Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP), die 
Heteroduplex-Analyse oder Chemical Mismatch Cleavage (CMC).
Als Standard diente lange Zeit der sogenannte Restriktionsfragmentlängenpo-
lymorphismus-Assay (RFLP), der den Nachweis von Mutationen durch den 
Verdau der DNA mit sequenzspezifischen Restriktionsendonukleasen nach 
Entstehung bzw. Verlust von Enzymbindungsstellen durch Mutationen ermög-
licht (Botstein et al., 1980). Einige Ein-Basen-Mutationen bewirken jedoch we-
der die Entstehung noch den Verlust solcher Bindungsdomänen und sind somit 
durch den RFLP nicht detektierbar (Sheffield et al., 1989).
Bei der Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP)-Methode werden 
zunächst die DNA-Doppelstränge denaturiert und dann auf einem Acrylamidgel 
aufgetrennt (Orita et al., 1989). Bei Vorliegen einer Basensubstitution verändern 
die DNA-Einzelstränge ihre Konformation und stoppen daher an einer anderen 
Stelle im Gel (Nakabayashi und Nishigaki, 1996; Nishigaki et al., 1986). Die 
Einzelstränge können dann beispielsweise per Silberfärbung detektiert werden 
(Somerville und Wang, 1981).
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In GC-reichen Gensequenzen, wie den in dieser Arbeit vorliegenden, kommt es 
jedoch seltener zu Konformitätsänderungen als in AT-reichen. Dadurch wird die 
Sensitivität des SSCP in GC-reichen Genbereichen vermindert. Dies kann wie-
derum nur durch eine aufwendige Variation der Versuchsparameter ausgegli-
chen werden. (Ziemssen et al., 2001)
Frühere Arbeiten geben für die SSCP-Methode eine Sensitivität von 90% an 
(Kozlowski und Krzyzosiak, 2001).
Bei der Chemical Mismatch Cleavage (CMC)-Methode werden Heteroduplexe 
aus Wildtyp- und mutierten DNA-Strängen gebildet. Durch Versetzen der Hete-
roduplexe mit Hydroxylamin bzw. Osmiumtetroxid werden falsche Basenpaa-
rungen zunächst markiert. In einem zweiten Schritt schneiden bestimmte Che-
mikalien wie Piperidine den DNA-Doppelstrang an der markierten Position mit 
dem Basenaustausch. Die so entstandenen DNA-Fragmente können dann in 
einer vergleichenden Elektrophorese aufgrund des unterschiedlichen Wander-
verhaltens identifiziert werden. (Cotton et al., 1988; Ren, 2001; Shenk et al., 
1975)
Diese Methode ist im Vergleich zu der für diese Arbeit verwendeten Vorge-
hensweise jedoch aufwendiger, da eine größere Zahl verschiedener Schritte 
vorgenommen werden muss.
Bei der klassischen Heteroduplexanalyse werden die zu untersuchenden DNA-
Sequenzen einer Wildtypprobe und einer Probe mit wahrscheinlicher Mutation 
per PCR amplifiziert. Durch Denaturierung und nachfolgender Renaturierung 
werden so je zwei Heteroduplexe und zwei Homoduplexe gebildet. Diese wer-
den auf einem Polyacrylamidgel aufgetrennt. Durch die Unterschiede im Wan-
derverhalten können Proben mit Basenaustausch (Heteroduplexe) von den 
Wildtypproben (Homoduplexe) unterschieden werden. (Nagamine et al., 1989b)
Es können nur solche Mutationen detektiert werden, durch die eine ausreichen-
de Konformitätsänderung hervorgerufen wird, so dass sie in einem Polyacryl-
amidgel differenziert werden können. Für diese Methode wurde von Kozlowski 
et al. eine Sensitivität von 81% ermittelt (Kozlowski und Krzyzosiak, 2001).
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Vielfach wurde die SSCP-Methode mit der Heteroduplexanalyse kombiniert. 
Dadurch kann die Sensitivität insgesamt deutlich gesteigert werden (Kozlowski 
und Krzyzosiak, 2001; Rossetti et al., 1995). Dieses Vorgehen ist dann jedoch 
aufwendiger als das in dieser Arbeit beschriebene.
Aus diesen Gründen wurde im Rahmen dieser Arbeit die Technik der DGGE 
verwendet. Für sie wurde die höchstmögliche Sensitivität aller Mutations-
Nachweis-Verfahren beschrieben, je nach Untersuchung etwa 95% (Myers et 
al., 1985c; Nollau und Wagener, 1997; Zijnge et al., 2006).
Frühere Arbeiten unserer eigenen und anderer Arbeitsgruppen konnten zudem 
mit dem hier verwendeten Vorgehen erfolgreich bislang unbekannte, der Fami-
liären Hypercholesterinämie zugrunde liegende Mutationen im LDL-Rezeptor-
gen und eine ebenfalls unbekannte Mutation im ApoB 100-Gen identifizieren 
(Nissen et al., 1998; Soufi et al., 2004; Soufi et al., 2009).
In ihrer einfachsten Ausführung ist die DGGE in der Lage, etwa 50% aller Ein-
Basen-Mutationen in einer untersuchten Sequenz zu erkennen. Der Grund da-
für liegt in den Schmelzdomänen der untersuchten DNA-Abschnitte, die in Kapi-
tel 3.3.1 bereits erläutert wurden. Mutationen in Schmelzdomänen mit der 
höchsten Schmelztemperatur können in einer einfachen DGGE nicht gefunden 
werden, da die DNA schon vor Erreichen der notwendigen Denaturanskon-
zentration aufschmilzt (Fischer und Lerman, 1983; Gille et al., 1998; Myers et 
al., 1985b; Myers et al., 1985a).
Mithilfe der Polymerasekettenreaktion kann eine guanin- und cytosinreiche Se-
quenz, eine sogenannte GC-clamp, an die zu untersuchende Sequenz ange-
hängt werden. Dadurch entstehen eine Domäne mit relativ niedriger Schmelz-
temperatur im Bereich der zu untersuchenden Sequenz und eine weitere Do-
mäne mit sehr hoher Schmelztemperatur im Bereich der GC-clamp. Somit kann 
die untersuchte DNA in der DGGE vollständig aufschmilzen und die gesamte 
Sequenz untersucht werden. Dadurch wird die Sensitivität der DGGE auf etwa 
95% verbessert. (Myers et al., 1985a; Sheffield et al., 1989)
Zum Nachweis einzelner Basensubstitutionen mithilfe der DGGE werden nor-
malerweise etwa fünf bis zehn Mikrogramm DNA benötigt (Myers et al., 1985c). 
Durch die vorangehende Anwendung der PCR kann die benötigte DNA-Menge 
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auf unter fünf Nanogramm reduziert werden, ohne dabei die Sensitivität der 
Elektrophorese zu beeinträchtigen (Sheffield et al., 1989).
Die Anwendung der Polymerasekettenreaktion erhöht zusätzlich auch die Spe-
zifität der gesamten Untersuchung, da durch die selektive Vermehrung der 
durch die Oligonukleotidprimer definierten DNA-Abschnitte nur noch diese Ziel-
sequenzen das Wanderungsverhalten und die Bandenbildung in der DGGE be-
dingen. Ohne die PCR müssten die zu untersuchenden Fragmente radioaktiv 
markiert werden, um dann auch detektiert werden zu können. Durch die Ampli-
fikation per PCR ist die Detektion der Produkte nach der DGGE mit Anfärbung 
der Amplifikate durch Ethidiumbromid möglich, was das Verfahren stark verein-
facht. (Sheffield et al., 1989)
Um die Sensitivität und Spezifität der PCR weiter zu erhöhen, wurde sie in die-
ser Arbeit als sogenannte Nested PCR durchgeführt (siehe Kapitel 3.3.2). 
Durch die Amplifizierung von größeren Genabschnitten durch eine Vor-PCR 
wird die Wahrscheinlichkeit der Amplifikation ungewünschter Bereiche in der 
zweiten PCR deutlich reduziert. Auch der Mehraufwand lässt sich mindern, in-
dem die erste PCR, wie in dieser Arbeit geschehen, als Multiplex-PCR durchge-
führt wird. Durch die Zugabe der für jeden gewünschten Abschnitt spezifischen 
Primerpaare werden so die definierten DNA-Bereiche vervielfältigt. In einer 
zweiten PCR wird dann aus diesen mithilfe eines zweiten Primerpaars nur noch 
der jeweils gewünschte Bereich des zu untersuchenden Gens weiter amplifi-
ziert. Da die PCR die definierten DNA-Sequenzen exponentiell vermehrt, kann 
die mengenmäßige Überlegenheit der in der zweiten PCR amplifizierten Ab-
schnitte gegenüber den in der Reaktionsmischung aus der ersten PCR noch 
vorhandenen Produkte eine Verfälschung der nachfolgenden Versuche verhin-
dern. 
Trotz dieses Vorgehens zeigen die Elektrophoresen nach den zweiten PCRs
des ApoAI Promoters, des ApoAIV Promoters und des ApoCIII Promoters je-
weils wenigstens ein weiteres Produkt (siehe Abbildungen 22 bis 25 in Kapitel 
3.3.2). Hierbei könnte es sich noch um die größeren Fragmente der ersten PCR 
handeln. Dies würde auch erklären, warum die jeweiligen Banden dieser Ne-
benprodukte deutlich schwächer als die Banden der Produkte der zweiten PCR 
sind. Diese verbliebenen Amplifikate könnten trotz der starken Verdünnung mit 
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zu dem beobachteten Hintergrundrauschen in der DGGE beitragen, das in den 
Abbildungen des Kapitels 3.4 deutlich zu erkennen ist.
Dies kann zusätzlich durch eine gewisse Fehlerrate der Taq Polymerase bei der 
PCR hervorgerufen werden (Paabo und Wilson, 1988; Saiki et al., 1988). Die 
dadurch entstehenden fehlerhaften PCR-Produkte weisen durch diese artifiziel-
len Mutationen andere Schmelzpunkte auf als die gewünschten Produkte 
(Sheffield et al., 1989) und werden somit an anderen Positionen innerhalb des 
DGGE-Gels sichtbar.
Während die Versuchsbedingungen ausgetestet wurden, konnte festgestellt 
werden, dass in der zweiten PCR verwendete Additive wie Betaine, Dimethyl-
sulfoxid (DMSO) oder Glycerol zu starken Verschmierungen in der DGGE führ-
ten. Reste aus der ersten PCR könnten nun auch verantwortlich für das verblei-
bende Hintergrundrauschen in der DGGE sein. Dies musste als Kompromiss 
akzeptiert werden. Ohne die Reaktionszusätze in der ersten PCR wäre die ge-
samte Untersuchung nicht möglich gewesen.
Die Überprüfung der PCRs erfolgte zunächst stichprobenartig mithilfe einer 
Agarosegelelektrophorese. Jede amplifizierte PCR-Probe wurde in der nachfol-
genden DGGE-Analyse auf Mutationen hin untersucht. Amplifizierte Patienten-
proben, welche in der ersten DGGE-Analyse nicht auswertbar waren, wurden 
dokumentiert und einer zweiten Analyse zugeführt (erneute DNA-Isolierung aus 
Patientenblut und Amplifikation nach den in dieser Arbeit beschriebenen Me-
thoden).
Bei der Auswertung der Auffälligkeiten von Proben im DGGE-Gel handelt es 
sich um ein subjektives Verfahren. Die Auffälligkeit der mutierten ApoAIV-
Promoter-Probe besteht in einer leichten Abschwächung einer Bande. Theore-
tisch hätten andere eigentlich auffällige Proben als unauffällig deklariert werden 
können, wenn ihr Unterschied zu den danebenliegenden Proben noch etwas 
weniger deutlich gewesen wäre.
Trotz der vielen in der Literatur beschriebenen positiven Erfahrungen verschie-
denster Arbeitsgruppen mit der DGGE (Myers et al., 1985a; Nollau und Wage-
ner, 1997; Zijnge et al., 2006), zeigte die vorliegende Arbeit eine klare 
Schwachstelle auf. Die mehrfach beschriebene ausgesprochen hohe Sensitivi-
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tät ging mit einer großen Anzahl falsch positiver Ergebnisse einher. Von den 
insgesamt 14 auffällig erscheinenden Proben in dieser Arbeit, wies nur eine 





Der in dieser Arbeit gefundene rs5090-Polymorphismus wurde zwischenzeitlich 
in der Internetdatenbank Ensembl.org beschrieben. Hier wird die Frequenz des 
C-Allels mit 4 bis 6,2% angegeben. Bei 264 untersuchten ApoAIV Promoterpro-
ben wären somit 10 bis 16 Proben mit Mutation zu erwarten gewesen. Tatsäch-
lich wurde jedoch nur eine Probe mit Mutation in dieser Arbeit entdeckt, ent-
sprechend ca. 0,4%. Die einfachste Erklärung für dieses Resultat könnte der 
bereits in Kapitel 4.2 genannte Sampling Bias sein. Angenommen der rs5090-
SNP hätte eine protektive Auswirkung in Bezug auf die Entwicklung einer KHK,
dann wäre durch den Einschluss ausschließlich von Patienten, die einer Links-
herzkatheteruntersuchung zugeführt wurden, eine niedrigere SNP-Frequenz in 
dem untersuchten Kollektiv zu erwarten, da die Wahrscheinlichkeit für das Vor-
liegen einer KHK bei diesen Patienten gegenüber der Normalbevölkerung er-
höht ist.
Obwohl unsere Arbeitsgruppe mehrfach erfolgreiche Mutationssuchen mit der 
DGGE durchführen konnte (Soufi et al., 2004; Soufi et al., 2009; Soufi et al., 
2012; Soufi et al., 2013), ist die Diskrepanz zwischen erwarteter und tatsächlich 
gefundener SNP-Frequenz als Hinweis dafür zu verstehen, dass die DGGE-
Ergebnisse weiterer Überprüfung bedürfen. Möglicherweise ist die Sensitivität 
der DGGE in den oben genannten Arbeiten von Myers et al., Nollau und Wage-
ner und Zijnge et al. überschätzt worden. Das für diese Arbeit untersuchte Stu-
dienkollektiv müsste daher am besten zusätzlich mit verschiedenen alternativen 
Methoden wie dem SSCP 
oder dem RFLP analysiert werden. Eine Kombination dieser Methoden wäre 
jedoch zwingend erforderlich, um ihre jeweiligen Schwachstellen auszugleichen. 
Somit kann die alleinige Anwendung der DGGE, ohne parallele Überprüfung 




4.3 Diskussion der gefundenen Ergebnisse
Im Vergleich der erfassten Parameter der Fall- und Kontrollgruppe fallen statis-
tisch signifikant erhöhte Triglyzerid-, Cholesterin- und LDL-Konzentrationen auf. 
Die Diabetes mellitus Typ II-Prävalenz in der Fallgruppe war statistisch signifi-
kant erhöht. Zudem war die mittlere HDL-Konzentration in der Fallgruppe statis-
tisch signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe.
Es lagen im Vergleich also gewichtige Risikofaktoren für die Entwicklung einer 
koronaren Herzkrankheit vor, so dass erwartet werden könnte, dass die Präva-
lenz der KHK in der Fallgruppe höher läge als in der Kontrollgruppe. Trotzdem 
ergab sich hier kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Fall- und 
Kontrollgruppe.
Es können also protektive Faktoren bei den Probanden der Fallgruppe vermutet 
werden, so dass diese trotz eigentlich als schlechter anzusehendem Risikoprofil 
nicht häufiger an einer KHK erkranken als die Probanden der Kontrollgruppe.
Hier könnte von den erfassten Parametern der BMI eine Rolle spielen. Entspre-
chend dem Studiendesign war dieser in beiden Gruppen jedoch etwa gleich 
hoch. Als alleinigem Schutzfaktor würde der BMI hier sicher zudem überschätzt.
Es fallen jedoch auch statistisch signifikant erhöhte ApoAI-Konzentrationen bei 
den Patienten der Fallgruppe auf. Wie in Kapitel 1.6.3 beschrieben, wird dem 
Apolipoprotein AI über die Stimulation des reversen Cholesteroltransports eine 
atheroprotektive Wirkung zugeschrieben. Somit wäre die erhöhte mittlere Apo-
AI-Konzentration in der Fallgruppe ein möglicher protektiver Effektor.
Aufgrund der Aufgabenstellung mit entsprechender Auswahl der Studienpopula-
tion mit Konzentration auf BMI und Triglyzeridkonzentration ist allerdings keine 
statistisch einwandfrei gestützte Aussage in Bezug auf die Auswirkung einer 
höheren ApoAI-Konzentration auf die Entwicklung einer KHK möglich.
Im Vergleich der Laborparameter des Patienten mit dem rs5090-Polymorphis-
mus mit den anderen Probanden der Fallgruppe und den Probanden der Kon-
trollgruppe scheint sich ein vergleichsweise günstiges Risikoprofil in Bezug auf 
die Entwicklung einer KHK zu ergeben. Die Cholesterin- und LDL-
Konzentrationen dieses Patienten (Cholesterin: 165mg/dl, LDL: 92mg/dl) sind 
niedriger als die jeweilige mittlere Konzentration in der Fall- (Cholesterin: 
200,02mg/dl, LDL: 118,94mg/dl) und der Kontrollgruppe (Cholesterin: 
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172,77mg/dl, LDL: 107,59mg/dl). Der Patient hat im Mittel gegenüber den Pro-
banden der Fallgruppe einen etwas erhöhten ApoAI-Spiegel (136md/dl vs. 
129,65mg/dl). Zudem war er bei Datenerfassung etwa 10 Jahre jünger als die 
Probanden der beiden anderen Populationen im Mittel (49 Jahre vs. AlterFallgrup-
pe: 61,95 Jahre vs. AlterKontrollgruppe: 60,82 Jahre). Auch ein Diabetes mellitus lag 
bei dem Patienten mit Polymorphismus nicht vor. Lediglich die HDL-Konzentra-
tion lag in etwa gleich hoch wie bei den anderen Probanden der Fallgruppe 
(38mg/dl vs. 38,55mg/dl) und damit niedriger als im Mittel in der Kontrollgruppe
(46,50mg/dl).
Trotz allem wurde bei diesem Patienten mit einer Drei-Gefäß-KHK die maxima-
le Ausprägung der koronaren Herzkrankheit diagnostiziert. Somit müssen ande-
re, nicht erfasste Parameter, das Risiko für eine KHK bei diesem Patienten er-
höht haben. Da bei ihm eine Mutation im ApoAIV Promoter gefunden wurde, 
wäre auch die Auswirkung beispielsweise einer Loss of Function-Mutation des 
ApoAIV Promoters als Ursache denkbar. Durch die geringe Fallzahl von nur 
einer Mutation lässt sich diese These jedoch statistisch durch diese Arbeit nicht 
stützen.
Zur Klärung der Auswirkung der gefundenen Mutation, das heißt, ob es sich um 
eine Loss oder Gain of Function Mutation handelt, könnte in Zukunft eine Apo-
AIV-Expressionsanalyse mit vergleichenden Experimenten mit der Wildtyp- und 
der mutierten Sequenz des ApoAIV Promoters erfolgen. Auch ein CAT-Assay, 
wie von Zannis et al. beschrieben (Zannis et al., 2003), wäre eine denkbare 
Möglichkeit, diese Frage zu klären.
Die Überexpression des Apolipoproteins AIV führte in Mäusen zu einer schwä-
cheren Ausprägung atherosklerotischer Läsionen sowie zu erhöhten HDL-
Plasmaspiegeln (Cohen et al., 1997; Recalde et al., 2004). Ferner verstärkt es 
die Aktivierung der Lipoproteinlipase durch das Apolipoprotein CII (Goldberg et 
al., 1990), sowie in vitro den reversen Cholesteroltransport durch Stimulation 
des Cholesterolefflux’ aus Fettzellkulturen (Stein et al., 1986; von Eckardstein et 
al., 1995). In Ratten dient es außerdem als Sättigungssignal (Fujimoto et al., 
1992; Fujimoto et al., 1993b; Fujimoto et al., 1993a).
Dies ist für einige Isoproteine, die durch Punktmutationen hervorgerufen werden, 
bereits belegt (Kretowski et al., 2006). Auch eine Assoziation mit veränderten 
Diskussion – 4
127
HDL-Plasmaspiegeln scheint möglich zu sein (Menzel et al., 1988; Menzel et al., 
1990).
In dieser Arbeit wurden jedoch regulatorische Sequenzen, im Fall des ApoAIV 
der ApoAIV Promoter, untersucht. Sollte dieser durch eine Mutation in seiner 
Aktivität geschwächt werden, würde die Expression des ApoAIV vermindert. 
Infolgedessen müsste der gegenteilige Fall zu der von Cohen et al. und Recal-
de et al. beschriebenen Konstellation eintreten und die betroffenen Personen 
häufiger an Atherosklerose leiden, sowie niedrigere HDL-Spiegel aufweisen.
Die abgeschwächte Stimulation des reversen Cholesteroltransports könnte zu-
dem zu erhöhten Cholesterolplasmaspiegeln führen. Außerdem müsste durch 
die verminderte Aktivierung der Lipoproteinlipase die Hydrolyse von Triglyzeri-
den verringert sein und die untersuchten Patienten demnach höhere Triglyze-
ridkonzentrationen aufweisen als Patienten ohne Mutation. Infolge der Funktion 
des ApoAIV als Sättigungssignal könnte eine Affektion seiner Expression zu 
einer verminderten Kontrolle der Nahrungsaufnahme führen und das Auftreten 
einer Adipositas beschleunigen.
Die Unterschiede zwischen der Fall- und der Kontrollgruppe in dieser Studie 
könnten diese Überlegungen stützen. Die Probanden der Fallgruppe wiesen 
neben den selektionsbedingt signifikant erhöhten Triglyzeridplasmaspiegeln 
auch erhöhte LDL- und Cholesterin- sowie erniedrigte HDL-Konzentrationen auf. 
Auch die Prävalenz eines Diabetes mellitus lag in der Fallgruppe signifikant hö-
her als in der Kontrollgruppe. Bemerkenswert ist die signifikant höhere ApoAI-
Konzentration bei den Probanden der Fallgruppe trotz niedrigerer HDL-Spiegel.
Möglicherweise ist dies als Rückkopplung auf die erhöhten Cholesterinkonzen-
trationen zu deuten.
Vergleicht man den Probanden mit der Mutation mit der Kontrollgruppe, fallen 
deutlich höhere Triglyzeridplasmaspiegel des Probanden im Vergleich zur Kon-
trollgruppe bei sonst nicht signifikant unterschiedlichen Laborwertkonstellati-
onen auf. Da sich jedoch bei einer Einzelprobe keine statistisch signifikanten 
Häufigkeitsunterschiede von Polymorphismen zwischen der Fall- und der Kon-
trollgruppe ermitteln lassen und die erhöhten Triglyzeridspiegel sich durch das 
Studiendesign ergeben, sind die hier gezeigten Ergebnisse nicht geeignet, 
diesbezüglich eine sichere, statistisch einwandfrei gestützte Aussage zu treffen.
Die Nullhypothese muss weiterhin angenommen werden. 
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Anfang der 1980er Jahre wurde festgestellt, dass die Gene der Apolipoproteine 
AI, CIII und AIV sehr wahrscheinlich von einem gemeinsamen evolutionären 
Vorfahren abstammen und über gemeinsame Kontrollregionen verfügen 
(Karathanasis et al., 1983; Karathanasis, 1985). Diese Theorie wurde durch die 
Entdeckung großer Homologien zwischen den einzelnen Genen des Clusters 
gestützt (Karathanasis, 1985; Karathanasis et al., 1986).
Vergleicht man zudem die Sequenz des ApoAIV Promoters verschiedener Spe-
zies miteinander, zeigen sich auch hier größte Übereinstimmungen von etwa 90 
bis 99 Prozent. Die Sequenz des gesamten Promoters ist hoch konserviert.
Dies unterstreicht einerseits seine Bedeutung, andererseits sinkt dadurch je-
doch auch die Wahrscheinlichkeit, häufige Mutationen zu finden, drastisch. 
4.4 Ausblick auf zukünftige Studien
Aufgrund der starken Konservierung der untersuchten Sequenzen in verschie-
denen Säugetierspezies, kann auf ihre große Bedeutung im Lipoprotein- und 
Triglyzeridstoffwechsel geschlossen werden. Der Nachweis von Mutationen in 
diesen Abschnitten könnte diese wichtige Rolle weiter unterstreichen.
Der Triglyzeridstoffwechsel ist jedoch ein ausgesprochen komplexer Vorgang 
mit vielen verschiedenen Einflussfaktoren. Allein das Vorliegen eines Diabetes 
mellitus oder einer Hypothyreose kann zur Entstehung erhöhter Triglyzeridspie-
gel führen. Dies macht die Erstellung geeigneter Studienpopulationen für die 
Suche nach Genpolymorphismen äußerst schwierig. Selbst bei eindeutig defi-
nierten Erkrankungen wie der Typ III Hyperlipoproteinämie, die mit erhöhten 
Triglyzerid- und Cholesterinplasmakonzentrationen einhergeht, haben aufwen-
dige Studien, wie die von Henneman et al., Schwierigkeiten einen Zusammen-
hang von Genpolymorphismen und der Entstehung der Erkrankung einwandfrei 
zu belegen (Henneman et al., 2009). Ungleich schwieriger ist die Erklärung ei-
ner weit weniger bekannten und in ihrer Bedeutung noch nicht vollständig ge-
klärten Laborwertkonstellation, wie der in dieser Arbeit vorliegenden.
Zukünftige Studien sollten diesen Tatsachen Rechnung tragen. Noch größere 
Studienkollektive als in der vorliegenden Arbeit sind notwendig, um der hohen 
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Konservierung der Gensequenz zu begegnen und eine statistisch signifikante
Aussagekraft der Ergebnisse zu erreichen.
Der Ausschluss an Diabetes mellitus oder einer Hypothyreose leidender Perso-
nen aus dem Studienkollektiv könnte eine eventuell anderweitig bedingte Hy-
pertriglyzeridämie als verfälschenden Faktor ausschließen und so die Reprä-
sentativität der Stichprobe erhöhen.
Zudem sollte darauf geachtet werden, dass sich die einzelnen Gruppen mög-
lichst nur durch die Triglyzeridplasmaspiegel unterscheiden, um einen Selekti-
onsbias infolge eines unzureichenden Matchings auszuschließen.
Wenn in dieser Arbeit auch keine häufigen Mutationen der regulatorischen Se-
quenzen ausgewählter Apolipoproteine gefunden werden konnten, unterstrei-
chen die Ergebnisse doch die Bedeutung der untersuchten Regionen. In dieser 
Richtung sollten weitere Forschungsanstrengungen unternommen werden, um 
letztendlich die Entstehung der koronaren Herzkrankheit zur Gänze erklären zu 
können und neuen, zum Beispiel die Apolipoproteine modulierenden Therapien 




Adipositas und hohe Triglyzeridkonzentrationen sind neben erhöhten LDL-, 
Cholesterin- und Lipoprotein(a)- sowie niedrigen HDL-Spiegeln, Diabetes melli-
tus, Nikotinkonsum, arterieller Hypertonie, hohem Alter und familiärer Prädispo-
sition anerkannte Risikofaktoren für die Entwicklung einer koronaren Herz-
krankheit (KHK). Im Allgemeinen führt eine Adipositas zu einer verstärkten Frei-
setzung von freien Fettsäuren und darüber zu einer Hypertriglyzeridämie. Es 
gibt jedoch noch eine Vielzahl anderer Ursachen für eine Hypertriglyzeridämie,
und einige Patienten entwickeln eine Hypertriglyzeridämie auch bei relativ ge-
ring ausgeprägter Adipositas. Die Apolipoproteine AI, AIV und CIII spielen so-
wohl im Cholesterin- als auch im Triglyzeridstoffwechsel Schlüsselrollen. Ihre 
regulatorischen Genabschnitte, die Promoter und  Enhancer, sind unerlässlich 
für ihre Expression. Die vorliegende Arbeit sollte untersuchen, ob Mutationen im 
ApoAI, ApoAIV oder ApoCIII Promoter, sowie dem ApoCIII Enhancer eine Er-
klärung für einen niedrigen BMI bei gleichzeitig erhöhtem Triglyzeridspiegel bie-
ten können. Zu diesem Zweck wurde zunächst eine Fall-Kontroll-Studie entwor-
fen, um einen Zusammenhang zwischen eventuellen häufigen Mutationen und 
der BMI-Triglyzerid-Konstellation belegen zu können. Die Zielabschnitte der 
DNA der gesamten Studienpopulation wurden dann auf Mutationen gescreent.
Dazu wurden 264 EDTA-Blut-Proben von Patienten der Marburger Präventi-
onsallianz in eine Fallgruppe (BMI unter 25kg/m2 und Triglyzeridplasmaspiegel 
über 150mg/dl, 134 Proben) und eine Kontrollgruppe (BMI unter 25kg/m2 und 
Triglyzeridplasmaspiegel unter 150mg/dl, 130 Proben) eingeteilt. Die DNA der 
Probanden wurde isoliert und mittels Polymerasekettenreaktion amplifiziert. Die
Amplifikate wurden mithilfe der denaturierenden Gradientengelelektrophorese 
(DGGE) auf Auffälligkeiten im Laufverhalten untersucht. Die DGGE wurde viel-
fach als das zurzeit effektivste Screeningverfahren zur Mutationssuche mit einer 
Sensitivität von etwa 95% und der Möglichkeit, relativ viele Proben zeitgleich zu 
untersuchen, beschrieben. In der DGGE detektierte auffällige Proben wurden 
sequenziert. 
Die untersuchten Abschnitte sind in einem gemeinsamen Gencluster auf dem 
langen Arm des Chromosoms 11 organisiert. Die hier untersuchte Sequenz des 
ApoAI Promoters umfasste 229bp zwischen den Nukleotiden 116708439 bis 
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116708667 (-329 bis -101 in Bezug auf den Transkriptionsstart). Die untersuch-
te ApoAIV Promotersequenz umfasste 437bp zwischen den Nukleotiden
116693995 bis 11669444231 (-439 bis -3). Die ApoCIII Promotersequenz um-
fasste 226bp zwischen den Nukleotiden 116700604 bis 116700351 (-251 bis 
-26). In allen Bereichen gibt es vereinzelte bekannte Mutationen, deren Bedeu-
tung jeweils noch nicht geklärt ist. Lediglich im ApoCIII Enhancergen (hier un-
tersucht: 340bp zwischen den Nukleotiden 116700210 bis 116699819, -800 bis 
-471) gibt es mehrere Polymorphismen, deren Auswirkungen in Studien belegt 
werden konnten. Im Rahmen dieser Arbeit konnten wir eine Mutation (-63CàG) 
im ApoAIV Promotergen nachweisen. Diese wurde mittlerweile unter anderem 
durch das 1000Genome-Projekt validiert und als rs5090 veröffentlicht. Die in 
anderen Arbeiten beobachtete, durchweg sehr hohe Sensitivität der DGGE ließ 
sich in dieser Arbeit nicht bestätigen. Trotz einer beschriebenen C-Allelfrequenz 
des rs5090-SNP von 4 bis 6%, fand sich in 264 Proben lediglich eine Mutation. 
Weder bei den Kontrollpersonen noch bei den Patienten mit Hypertriglyzeridä-
mie fanden sich weitere Mutationen. Weitere Studien sollten folgen, um zum 





Adipositas and high concentrations of triglycerides in human plasma apart from 
high LDL, cholesterol, lipoprotein(a) and low HDL concentrations and diabetes 
mellitus, smoking, arterial hypertension, age and familial predisposition are 
known risk factors for the development of coronary artery disease (CAD). In 
general, adipositas leads to the release of free fatty acids leading to hyper-
triglyceridemia. However, some patients develop hypertriglyceridemia although 
suffering from only mild adipositas. The apolipoproteins AI, AIV and CIII are key 
players in the metabolism of triglycerides. Their regulatory elements, the pro-
moters and enhancers, are crucial for sufficient expression. The goal of this 
work was to search for mutations in regulatory regions of the genes of apolipo-
proteins AI, AIV and CIII that were able to explain a low body mass index (BMI) 
and high triglyceride concentration in plasma at the same time. We designed a 
case control study to be able to proof a correlation of found mutations and the 
BMI-triglyceride-constellation. The DNA target segments have then been 
screened for mutations. 264 patients of the “Marburger Praeventionsallianz” 
were assigned to a case group (BMI under 25kg/m2 and triglycerides above 
150mg/dl, 134 patients) and a control group (BMI under 25kg/m2 and triglyc-
erides under 150mg/dl, 130 patients). The DNA of all patients was isolated from 
EDTA blood and the target sequences amplificated by polymerase chain reac-
tion. A denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) followed to show differ-
ences in electrophoretic mobility. At present, the DGGE is described as the 
most effective method for screening a population for specific mutations. Its sen-
sitivity reaches about 95 per cent and it is possible to examine a rather big 
number of samples at a time. Samples showing a mobility shift were sequenced. 
The segments examined in this study are organized in a joint gene cluster on 
the long arm of chromosome 11. The ApoAI promoter sequence in this work 
consisted of 229bp reaching from nucleotide 116708439 to 116708667 (position 
-329 to -101 with regard to the transcription start point). The ApoAIV promoter 
sequence covered nucleotides 116693995 to 11669444231 (-439 bis -3, 437bp). 
The ApoCIII promoter sequence spanned 226bp (nucleotides 116700604 
to116700351, -251 bis -26). Different mutations are known in all regions. How-
ever, their clinical significance has not been clarified yet. Only the ApoCIII en-
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hancer gene (340bp, nucleotides 116700210 to 116699819, -800 to -471) has 
certain polymorphisms with known effects that were examined in different stud-
ies. In this work we found one mutation in the gene of apolipoprotein AIV 
(-63CàG), that was validated by the 1000genome project and published as 
rs5090 by now. The high sensitivity of the DGGE that has been described in 
different studies could not be supported by our study. Although a frequency of 4 
to 6% for the C-allel of the rs5090 SNP has been described only one out of 264 
samples showed a variation. No more polymorphisms could be found in the 
study population. More studies have to be carried out to show the mutation’s
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ABCA1 ATP-bindender Kassettentransporter 1
ACAT Acyl-Coenzym-A-Cholesterintransferase
AdML Adenovirus major late
Apo Apolipoprotein
APS Ammoniumperoxidsulfat
Arp-1 ApoAI-regulierendes Protein 1
ATF-2 aktivierender Transkriptionsfaktor 2
BAD BCL2-associated agonist of cell death
Bcl 2 B-cell lymphoma 2













DmT2 Diabetes mellitus Typ 2
DNA deoxyribonucleic acid
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
EAR-2, -3 ErbA related protein 2, 3
EGF endothelial growth factor
FFS freie Fettsäuren
FG Fallgruppe
HCR hepatic control region
Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Fortsetzung von Seite 172
HDL high density lipoprotein
hepLip hepatische Lipase
HMG-CoA-Reduktase Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A-Reduktase
HNF-1, -2, -4 hepatic nuclear factor 1, 2, 4
HRE hormone response element
HSPG Heparan-Sulfat-Proteoglykan
IDF International Diabetes Federation
IDL intermediate density lipoprotein
IFG impaired fasting glucose (gestörter Nüchternglukose-
plasmaspiegel)
IGT impaired glucose tolerance (gestörte 
Glukosetoleranz)
IL-1? Interleukin 1?









MCP 1 monocyte chemoattractant protein 1
ME multiple enhancer




NCEP National Cholesterol Education Program
NCEP ATP III National Cholesterol Education Program Adult 
Treatment Panel III
NPC1 Niemann-Pick-Protein C1
Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Fortsetzung von Seite 173
NPC1L1 Niemann-Pick C1 Like 1-Protein
oxLDL oxidiertes low density lipoprotein
p p-Wert
PAI 1 Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1
PCR polymerase chain reaction (Polymeraseketten-
reaktion)
PLTP Phospholipid-Transferprotein
PP2C Protein Phosphatase 2C
PPAR?, ?, ? Peroxisomen Proliferator-aktivierter Rezeptor ?, ?, ?
RFLP Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus
RLP remnant like particle
rpm rounds per minute




SSCP single strand conformation polymorphism
SNP single nucleotide polymorphism
SP1 specificity protein 1




VHDL very high density lipoprotein
VLDL very low density lipoprotein
VLDLR very low density lipoprotein-Rezeptor
vs versus
WHO World Health Organization
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8.2 In dieser Arbeit getestete Rezepturen
Tabelle 8-1: Zusammenstellung der getesteten PCR-Ansätze für je eine PCR
Ansatz Reagenz Volumen Ansatz Reagenz Volumen
1) 10xPCR 2,5 µl 4.1) 10xPCR 2,5 µl
50mM MgCl2 1,5 µl Betaine 2,5 µl
25mM dNTPs 0,2 µl 50mM MgCl2 1,5 µl
5pmol Primer 5 µl 25mM dNTPs 0,2 µl
H2O 10,7 µl 5pmol Primer 5 µl
Taq-Polymerase 0,1 µl H2O 8,2 µl
20 µl Taq-Polymerase 0,1 µl
20 µl
2) 10xPCR 2,5 µl
50mM MgCl2 0,75 µl 4.2) 10xPCR 2,5 µl
25mM dNTPs 0,2 µl Betaine/ Glycerol 2,5 µl
5pmol Primer 5 µl 50mM MgCl2 1,5 µl
H2O 11,45 µl 25mM dNTPs 0,2 µl
Taq-Polymerase 0,1 µl 5pmol Primer 5 µl
20 µl H2O 8,2 µl
Taq-Polymerase 0,1 µl
3) 10xPCR 2,5 µl 20 µl
DMSO/ Glycerol 2,5 µl
50mM MgCl2 1,5 µl 4.3) 10xPCR 2,5 µl
25mM dNTPs 0,2 µl Betaine/ DMSO 2,5 µl
5pmol Primer 5 µl 50mM MgCl2 1,5 µl
H2O 8,2 µl 25mM dNTPs 0,2 µl
Taq-Polymerase 0,1 µl 5pmol Primer 5 µl
20 µl H2O 8,2 µl
Taq-Polymerase 0,1 µl
20 µl
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Ansatz Reagenz Volumen Ansatz Reagenz Volumen




Betaine/ DMSO 2,5 µl
50mM MgCl2 1,5 µl 50mM MgCl2 0,75 µl
25mM dNTPs 0,2 µl 25mM dNTPs 0,2 µl
5pmol Primer 5 µl 5pmol Primer 5 µl
H2O 8,2 µl H2O 8,95 µl
Taq-Polymerase 0,1 µl Taq-Polymerase 0,1 µl
20 µl 20 µl




50mM MgCl2 0,75 µl 50mM MgCl2 0,75 µl
25mM dNTPs 0,2 µl 25mM dNTPs 0,2 µl
5pmol Primer 5 µl 5pmol Primer 5 µl
H2O 8,95 µl H2O 8,95 µl
Taq-Polymerase 0,1 µl Taq-Polymerase 0,1 µl
20 µl 20 µl
5.2) 10xPCR 2,5 µl
Betaine/ Glycerol 2,5 µl
50mM MgCl2 0,75 µl
25mM dNTPs 0,2 µl

















0-80 8 5 120 60ApoAI 
Promoter 0-80 4 6 120 60
0-80 4 6 120 50
0-80 6-10 6 120 60
0-80 6-10 6 120 50
40-80 8 5 120 60
50-65 9 7 120 60
50-65 8 6 120 60
50-70 8 6 120 60
60-70 6-10 6 120 60
60-70 6-10 6 120 50
60-70 6-10 6 200 60
0-80 8 5 120 60ApoAIV 
Promoter 0-80 4 6 120 60
0-80 4 6 120 50
0-80 6-10 6 120 60
0-80 6-10 6 120 50
40-80 8 5 120 60
50-65 8 6 120 60
50-65 7,5 7 120 60
50-65 6-10 6 200 60
60-70 6-10 6 120 60
60-70 6-10 6 120 50
60-70 6-10 6 200 60
0-80 6-10 5 120 50ApoCIII 
Enhancer 0-80 6-10 6 120 50
0-80 6-10 6 120 60
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0-80 8 5 120 60ApoCIII 
Promoter 0-80 4 6 120 60
0-80 4 6 120 50
0-80 6-10 6 120 50
0-80 6-10 5 120 50
0-80 6-10 6 120 60
40-80 8 5 120 60
50-65 9 7 120 60
50-65 8 6 120 60
60-70 6-10 6 120 50
60-70 6-10 6 120 60
60-70 6-10 6 200 60
Tabelle 8-3: Übersicht über die hergestellten Gellösungen für die DGGE
Chemikalie Volumen
50% Denaturans, 8% Acrylamid
Harnstoff, >=99,5%, p.a. (g) 21
Acrylamid (Rotiphorese® Gel 40 (37,5:1)) (ml) 20
50x TAE-Puffer (ml) 2
Formamid deionisiert (ml) 20
Glycerol (UltraPure™) (ml) --
Aqua dest. (ml) ad 100
60% Denaturans, 4 % Acrylamid
Harnstoff, >=99,5%, p.a. (g) 25,2
Acrylamid (Rotiphorese® Gel 40 (37,5:1)) (ml) 10
50x TAE-Puffer (ml) 2
Formamid deionisiert (ml) 24
Glycerol (UltraPure™) (ml) 10
Aqua dest. (ml) ad 100
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Chemikalie Volumen
60% Denaturans, 6% Acrylamid
Harnstoff, >=99,5%, p.a. (g) 25,2
Acrylamid (Rotiphorese® Gel 40 (37,5:1)) (ml) 15
50x TAE-Puffer (ml) 2
Formamid deionisiert (ml) 24
Glycerol (UltraPure™) (ml) 10
Aqua dest. (ml) ad 100
65% Denaturans, 8% Acrylamid
Harnstoff, >=99,5%, p.a. (g) 27,3
Acrylamid (Rotiphorese® Gel 40 (37,5:1)) (ml) 20
50x TAE-Puffer (ml) 2
Formamid deionisiert (ml) 26
Glycerol (UltraPure™) (ml) --
Aqua dest. (ml) ad 100
65% Denaturans, 10% Acrylamid
Harnstoff, >=99,5%, p.a. (g) 27,3
Acrylamid (Rotiphorese® Gel 40 (37,5:1)) (ml) 25
50x TAE-Puffer (ml) 2
Formamid deionisiert (ml) 26
Glycerol (UltraPure™) (ml) 10
Aqua dest. (ml) ad 100
70% Denaturans, 10% Acrylamid
Harnstoff, >=99,5%, p.a. (g) 29,4
Acrylamid (Rotiphorese® Gel 40 (37,5:1)) (ml) 25
50x TAE-Puffer (ml) 2
Formamid deionisiert (ml) 28
Glycerol (UltraPure™) (ml) 10
Aqua dest. (ml) ad 100
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Chemikalie Volumen
80% Denaturans, 4 % Acrylamid
Harnstoff, >=99,5%, p.a. (g) 33,6
Acrylamid (Rotiphorese® Gel 40 (37,5:1)) (ml) 10
50x TAE-Puffer (ml) 2
Formamid deionisiert (ml) 32
Glycerol (UltraPure™) (ml) 10
Aqua dest. (ml) ad 100
80% Denaturans, 7,5% Acrylamid
Harnstoff, >=99,5%, p.a. (g) 33,6
Acrylamid (Rotiphorese® Gel 40 (37,5:1)) (ml) 17,75
50x TAE-Puffer (ml) 2
Formamid deionisiert (ml) 32
Glycerol (UltraPure™) (ml) --
Aqua dest. (ml) ad 100
80% Denaturans, 8% Acrylamid
Harnstoff, >=99,5%, p.a. (g) 33,6
Acrylamid (Rotiphorese® Gel 40 (37,5:1)) (ml) 20
50x TAE-Puffer (ml) 2
Formamid deionisiert (ml) 32
Glycerol (UltraPure™) (ml) --
Aqua dest. (ml) ad 100
80% Denaturans, 9% Acrylamid
Harnstoff, >=99,5%, p.a. (g) 33,6
Acrylamid (Rotiphorese® Gel 40 (37,5:1)) (ml) 22
50x TAE-Puffer (ml) 2
Formamid deionisiert (ml) 32
Glycerol (UltraPure™) (ml) --
Aqua dest. (ml) ad 100
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Chemikalie Volumen
80% Denaturans, 10% Acrylamid
Harnstoff, >=99,5%, p.a. (g) 33,6
Acrylamid (Rotiphorese® Gel 40 (37,5:1)) (ml) 25
50x TAE-Puffer (ml) 2
Formamid deionisiert (ml) 32
Glycerol (UltraPure™) (ml) 10
Aqua dest. (ml) ad 100
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